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SOMMAIRE 
Dans le but d'apporter notre contribution a une connaissance plus large de la mort cellulaire 
programmee (MCP) vegetale, ce projet de doctorat avait pour objectif d'identifier des genes 
regules par les UV-C et potentiellement impliques dans la mise en place de la MCP chez 
Arabidopsis thaliana. La premiere approche experimentale developpee a consiste a mettre au 
point un outil permettant 1'identification de facteurs regulant la MCP. Ceci a ete realise a 
travers la mise au point d'un crible de mutants d'A. thaliana transformed avec le gene de la 
luciferase sous controle du promoteur du gene AtBI-1, implique dans la MCP. Parmi les 
plantes transformers, la lignee 4MD03 a ete selectionnee sur la base du niveau d'expression 
du gene de la luciferase. Des mutations ponctuelles et aleatoires a l'EMS (ethylmethane 
sulfonate) ont ete generees par la suite afin d'isoler des mutants deregules dans des voies de 
signalisation menant a la MCP. Parallelement a la mise au point du crible, l'analyse 
fonctionnelle de la region promotrice du gene AtBI-1 a ete initiee a travers une serie de 
deletions, afin d'identifier des elements essentiels pour la regulation de 1'expression de ce 
gene dans des conditions de MCP. Ces deletions fusionnees au gene rapporteur GUS ont ete 
introduites dans A. thaliana et ont permis d'identifier la region responsable de la regulation 
du promoteur. Enfin, une collection de mutants d'A thaliana contenant le gene de la 
luciferase, sans promoteur, a ete criblee en utilisant les UV-C comme inducteur de MCP. Ce 
crible a permis d'identifier la lignee TL-72H qui presente une insertion dans la region 5'UTR 
du gene Trxfl, un gene codant pour une thioredoxine chloroplastique. Ce gene est fortement 
reprime suite au traitement aux UV-C et son expression dans le mutant TL-72H est fortement 
reduite par la presence de 1'insertion. Les differentes experiences realisees ont permis de 
montrer que le gene Trx fl a un impact sur le niveau de mortalite des plantules en reponse 
aux UV-C. La perte precoce d'expression de ce gene dans le mutant entraine une MCP plus 
importante suite a un traitement aux UV-C. De plus, la proteine Trx fl est capable d'attenuer 
la mort induite par le facteur pro-apoptotique Bax dans la levure. Enfm, le mutant TL-72H se 
revele plus sensible au methyl viologen, un herbicide qui induit la MCP a travers la 
production de ROS au niveau des chloroplastes. Tous ces resultats suggerent pour la 
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premiere fois que Trx fl pourrait etre implique dans la MCP chez les plantes a travers un 
possible controle de la production de ROS par les chloroplastes. 
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INTRODUCTION 
A. LA MORT CELLULAIRE PROGRAMMEE 
A.l. Preambule 
La mort cellulaire programmee (MCP) represente un concept paradoxal. En effet, malgre le 
fait que ce mecanisme, une fois declenche, entraine la mort des cellules, il se revele en realite 
indispensable au maintien de la vie. La complexite de tout organisme vivant, en particulier 
celle touchant aux organismes pluricellulaires, ainsi que sa conservation sont en effet 
hautement dependantes de la capacite des cellules a declencher et controler leur propre mort. 
Toutes les cellules composant les organismes multicellulaires possedent un programme de 
suicide cellulaire permettant a celles-ci de s'auto-eliminer pour favoriser la survie de 
1'organisme (Kimchi, 2007). Ce programme de mort cellulaire est un processus actif dont 
l'activite est controlee genetiquement, au cours duquel des cellules devenues inutiles, 
dysfonctionnelles ou potentiellement dangereuses pour 1'organisme sont eliminees 
specifiquement. L'originalite de ce mecanisme de mort repose sur le fait que la cellule n'est 
pas eliminee par un intervenant exterieur mais bien par elle meme. La decision de se 
« suicider » pour le bien de la « communaute », en l'occurrence ici 1'organisme, est alors 
prise a la suite de differents signaux percus par la cellule, lui indiquant de se « sacrifier ». 
L'execution (au sens propre comme figure) va alors necessiter la regulation de l'expression 
d'un certain nombre de ge.nes ainsi que la traduction et 1'activation/repression de certaines 
proteines qui vont intervenir dans la cascade de signalisation menant a la mort. 
La MCP est done essentielle au maintien de l'homeostasie cellulaire et intervient 
naturellement a toutes les etapes de la vie et du developpement de 1'organisme mais aussi en 
reponse a des facteurs exterieurs appeles communement stress biotiques et abiotiques. En 
reponse a ces stress et en fonction du degre d'atteinte de la cellule touchee, le declenchement 
de la MCP par la cellule va conduire a sa propre elimination. Ainsi, des cellules infectees par 
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des agents pathogenes ou endommagees par des stress genotoxiques vont se sacrifier pour la 
survie de rorganisme dans son entier. Ce phenomene, qui s'apparente done a un suicide 
cellulaire, a ete naturellement tres etudie chez les animaux ou il est dans les faits souvent 
assimile a l'apoptose. Cette derniere represente en realite un type de MCP parmi d'autres 
raeme si e'est la forme la plus rencontree. 
Certaines maladies et non des moindres comme le cancer, ou certaines cellules deviennent 
« immortelles » et proliferent de maniere anarchique a la suite de mutations, peuvent etre la 
consequence d'une deregulation de ce programme de mort. Dans ce cas de figure, les cellules 
tumorales ont subi des mutations genetiques entrainant, entre autres, leur incapacity a mettre 
en place la mort cellulaire. A l'inverse, des maladies neurodegeneratives comme les maladies 
de Parkinson ou d'Alzheimer, presentent une apoptose cellulaire precoce (Thompson, 1995; 
Duke et al, 1996; Behl, 2000). 
En ce qui concerne le regne vegetal, la MCP a egalement un role preponderant notamment 
lors d'evenements majeurs tels que l'embryogenese, la senescence, la formation des 
vaisseaux conducteurs du xyleme (Greenberg, 1996) ou encore lors de la reponse 
hypersensible (RH). Cette derniere apparait dans certains cas particuliers d'interaction avec 
des agents pathogenes et represente en fait un mecanisme original de defense de la plante au 
cours duquel les cellules infectees vont organiser leur propre suicide pour limiter la 
propagation del'infection (Greenberg, 1997). 
Dans les faits, l'etude et la comprehension de la MCP chez les plantes n'ont pas suscite 
autant d'interet que l'etude de l'apoptose. Pourtant, depuis quelques annees, un regain 
d'interet est apparu, etroitement lie a des interets d'ordre agronomique et economique visant 
a ameliorer la resistance contre les agents pathogenes ou alors mieux controler la senescence 
au cours de l'entreposage des recoltes ou du transport des marchandises. 
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De plus nombreuses publications scientifiques ont laisse croire a des avancees sur le sujet. 
Malgre cela, les connaissances demeurent en realite assez incompletes. La connaissance de 
l'apoptose et les outils mis en place dans ce but ont souvent servi de base de travail pour 
essayer de decrypter les mecanismes regissant la MCP vegetale. En effet, certains 
mecanismes s'apparentent a l'apoptose animale mais les vegetaux paraissent tout de meme 
presenter des caracteristiques bien distinctes. Le fait de retrouver des mecanismes communs 
entre les deux regnes peut s'expliquer par la possibilite d'avoir partage originellement un 
ancetre commun. Maintenant, il est clair que vegetaux et animaux ont evolues separement, ce 
qui suggere la mise en place de mecanismes differents quant au controle et a 1'execution de la 
MCP. 
Bien qu'il existe plusieurs types de MCP chez les animaux et les plantes, il serait long d'en 
decrire toutes les formes connues. Dans le cadre des travaux effectues au cours de ce 
doctorat, les UV-C ont ete utilises afin d'induire la MCP chez Arabidopsis thaliana. Dans ce 
contexte, la MCP mise en place par les UV-C s'apparente, par certains aspects, a une mort de 
type apoptotique. Elle presente en effet certaines des caracteristiques typiques de l'apoptose 
comme la condensation du noyau et la fragmentation de l'ADN (Danon et Gallois, 1998) ou 
encore des activites dites « caspase-like » (Danon et al, 2004). Pour cette raison, une 
description generate de l'apoptose sera faite au cours de cette introduction avant de decrire 
les connaissances actuelles concernant la MCP chez les plantes ainsi que les points communs 
entre les deux. Enfin, ces travaux de doctorat nous ayant amene a evaluer 1'implication 
eventuelle de la thioredoxine de type fl dans la MCP, un resume des connaissances actuelles 
concernant les thioredoxines sera egalement presente. 
A.2. Description de l'apoptose animale 
L'apoptose represente un type particulier de MCP, base a l'origine sur des criteres 
morphologiques (Kerr et al, 1972). Depuis, ce phenomene a ete largement etudie tant au 
niveau genetique et biochimique et decrit a maintes reprises chez les animaux. A l'origine, ce 
terme etait utilise pour faire la distinction entre les cellules qui mourraient par necrose, et 
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celles qui mourraient en presentant certaines caracteristiques morphologiques dont la plus 
visible est la formation de corps apoptotiques, sortes de protuberances qui se forment a la 
surface de la cellule. Cette mort cellulaire a ete observee pour la premiere fois sur des tissus 
vivants, en microscopie electronique (Kerr et ah, 1972). II est interessant de noter que 
l'etymologie du terme « apoptose » a une origine tres ancienne. En effet, il provient d'un mot 
grec qui designait la chute programmed des feuilles en automne (apo - au loin et ptosis -
chute). 
L'apoptose chez les animaux s'exprime par des modifications morphologiques 
caracteristiques comme la condensation de la cellule, du noyau et de la chromatine, la rupture 
puis la fragmentation du noyau et du cytoplasme, resultant en la formation de corps 
apoptotiques composes des elements cellulaires, de cytoplasme et de materiel nucleaire 
(Kerr, 2002). Ces bourgeonnements de la cellule seront par la suite relaches puis elimines par 
les cellules avoisinantes ou les macrophages environnants sans aucune reaction 
inflammatoire (Budihardjo et ah, 1999; Savill et Fadok, 2000). 
Depuis ces premieres observations morphologiques, d'autres modifications ont pu etre mises 
en evidence comme les dommages occasionnes a la mitochondrie ou la fragmentation de 
l'ADN internucleosomal. Ces fragments d'ADN, multiples de 180 pb, correspondent en fait a 
la longueur de l'ADN enroule autour des octameres d'histones et qui forment un nucleosome 
(Wyllie, 1980; Wyllie et ah, 1984). Cette fragmentation est le resultat de 1'activation 
d'endonucleases comme CAD/DFF40 (Samejima et ah, 2001), NUC 18 (Mittler et Lam, 
1996), la DNase I (Mittler et Lam, 1996) et la DNase II (Ferri et Kroemer, 2000), activees 
par des caspases et qui degradent ainsi l'ADN entre les nucleosomes, au cours de l'apoptose, 
l'ADN associe aux histones dans les nucleosomes etant protege de Taction des nucleases 
(Gaido et Cidlowski, 1991; Walker et Sikorska, 1997; Counis et Torriglia, 2000). Cette etape 
represente un des evenements les plus marquants et prefigure le point de non retour. 
Le phenomene d'apoptose represente done un demantelement en regie de la cellule, organise 
et controle de maniere active. Les corps apoptotiques sont ensuite phagocytes (Figure 1). La 
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redistribution de la phosphatidylserine, notamment son exteriorization sur le feuillet externe 
de la membrane plasmique au cours de l'apoptose represente le signal permettant la 
reconnaissance par les macrophages (Fadok et al, 1992, 2000). Ce suicide cellulaire, a 
Pinstar des autres formes de MCP, contraste fortement avec la necrose (Figure 1), ou la mort 
de la cellule, non controlee, souvent accidentelle, entraine une rupture de la membrane 
cytoplasmique et une degradation aleatoire de l'ADN (Proskuryakov et al, 2002). La cellule 
se vide alors de son contenu cellulaire dans le milieu environnant, provoquant des dommages 
pour les tissus avoisinants (Bicknell et Cohen, 1995; Dong et al, 1997) et declenchant alors 
une reaction inflammatoire. 
Figure 1. Caracteristiques morphologiques de la necrose et de l'apoptose. Tire de Kerr et 
al, 1995. La necrose est caracterisee par un gonflement de la cellule, suivie d'une rupture de 
la membrane cytoplasmique. Le relachement du contenu cellulaire dans le milieu environnant 
entraine l'apparition d'une reaction inflammatoire. La mort par apoptose est caracterisee par 
la condensation de la cellule et la formation de corps apoptotiques, phagocytes par les 
macrophages (pas de reaction inflammatoire). 
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Le phenomene d'apoptose represente done la forme de MCP qui est predominante au niveau 
des cellules animales. Sans etre exhaustif, il est important de rappeler qu'il existe egalement 
d'autres types de MCP (Okada et Mak, 2004) qui peuvent etre mises en place par les cellules 
selon les circonstances, notamment la MCP de type autophagique, retrouvee aussi bien chez 
les animaux, les plantes ou la levure. D'ailleurs, depuis quelques annees, suite a la meilleure 
comprehension des mecanismes inherents a la mort cellulaire chez les animaux, celle-ci a ete 
classee en 3 grands groupes (Loskshin et Zakeri, 2004): l'apoptose ou type I, la mort 
cellulaire de type autophagique ou type II et la necrose, affiliee au type III. 
A.3. Mecanismes fondamentaux de l'apoptose 
Plusieurs effecteurs de l'apoptose ont ete identifies au niveau moleculaire et les principaux 
ont ete classes dans 2 grandes families : les caspases et les proteines membres de la famille 
Bcl-2. 
A.3.1. Les caspases 
Les caspases (cysteinyl-aspartate-cleaving-proteases) sont des proteines qui possedent un 
residu cysteine au niveau de leur site catalytique conserve. Ces proteinases presentent toutes 
un domaine peptidique conserve de 5 acides amines au niveau du site actif de type QACXG 
(Gln-Ala-Cys-X-Gly), ou X correspond a R (Arg), Q ou G (Earnshaw et al, 1999). Elles 
presentent une activite proteinase et leurs cibles sont clivees apres un residu aspartate 
(Alnemri et al, 1996; Ho et Hawkins, 2005). Quinze genes codant pour des caspases ont ete 
identifies et clones chez les animaux. Parmi celles-ci, on distingue les caspases initiatrices et 
les caspases effectrices. 
Les caspases initiatrices (caspases 2, 8, 9, et 10) sont actives sous forme de monomere et ont 
un role determinant au cours de la phase d'induction ou phase precoce de l'apoptose. Elles 
sont en effet chargees d'initier et de transmettre le signal de mort par l'activation d'autres 
caspases. 
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Les caspases effectrices (caspases 3, 6 et 7) forment des heterodimeres et ont pour fonction 
de cliver des proteines comme certaines proteines du cytosquelette ou encore la PARP (poly 
ADP-ribose polymerase), qui est impliquee dans la reparation de l'ADN. L"integrite de ces 
substrats etant essentielle a la survie de la cellule (Degterev et ah, 2003), leur degradation 
contribue au demantelement cellulaire. 
En ce qui concerne la PARP, il est important de mentionner que son clivage est utilise afin de 
mettre en evidence l'apoptose. La PARP est une proteine presente en abondance dans le 
noyau des cellules animales et vegetales. Cette enzyme nucleaire est activee par les cassures 
de l'ADN. Elle catalyse le transfert d'ADP-ribose a differentes proteines nucleaires 
(D'Amours et ah, 2001). La fonction de la PARP concerne essentiellement la reparation de 
l'ADN, mais elle intervient aussi dans la replication et le maintien de l'integrite du genome 
apres des dommages causes a l'ADN. Au cours de l'apoptose, la PARP (113 kDa) est 
degradee pour former deux fragments de 24 et 89 kDa. Chez les animaux, ce clivage est 
effectue par la caspase-3 et represente un des evenements caracteristiques de l'apoptose 
animale. 
Les caspases sont presentes dans la cellule sous forme zymogene ou procaspase (precurseur 
inactif), c'est-a-dire avec une activite enzymatique intrinseque restreinte (Alnemri et ah, 
1996) et sont done regulees au niveau post-traductionnel, par clivage (Figure 2). Lorsqu'elles 
sont activees, elles se presentent sous la forme d'un hetero-tetramere compose de deux sous-
unites identiques d'environ 20 kDa (prodomaine) en N-terminal, associees a deux autres 
sous-unites egalement identiques d'environ 10 kDa qui constituent le domaine caspase 
proprement dit. Les sous-unites de 20 et 10 kDa sont liberees par "trans-clivage"; ces 
proteolyses successives aboutissent a des reactions auto-catalytiques, c'est-a-dire qui 
s'amplifient de facon exponentielle (Shi, 2002; Cho et Choi, 2002). Cette reaction auto-
catalytique est initiee par l'interaction d'une procaspase avec des recepteurs specifiques 
charges de transmettre le signal de mort. Les caspases responsables de ces premieres 
reactions en chaine sont dites initiatrices. Leur inhibition peut empecher le signal pro-
apoptotique de se propager. Lorsque le processus proteolytique s'amplifie, les caspases 
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effectrices sont a leur tour activees. L'activation des caspases entraine ainsi 1'activation 
d'autres caspases par clivages successifs, l'ensemble formant une cascade proteolytique 
conduisant a l'apoptose. 
Figure 2. Mode d'activation des caspases. Dans leur forme inactive (zymogene). ces 
enzymes sont constitutes d'un prodomaine, d'une grande sous-unite (portant le site 
catalytique) et d'une petite sous-unite. Leur clivage en deux etapes successives, liberant 
d'abord la petite sous-unite puis la grande, conduit a la formation de la forme active de 
Fenzyme: deux heterodimeres composes chacun de Fassociation des deux sous-unites, et 
comprenant done deux sites catalytiques. Tire de Couzinet et al, 2002. 
II existe deux voies principales d'activation des caspases. Une voie intrinseque qui passe par 
une activation des caspases suite a la liberation du cytochrome c (cyt c) au niveau de la 
mitochondrie et une voie extrinseque activee par des recepteurs membranaires specialises 
(Rupinder^a/,,2007). 
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A.3.1.1. La voie intrinseque 
La voie intrinseque ou mitochondriale (Figure 3) conduisant a l'apoptose, implique 
Factivation de proteines pro-apototiques. Celles-ci peuvent etre activees par differents 
signaux comme par exemple des dommages a FADN causes par des stress genotoxiques 
comme les UV-C (Kulms et Schwarz, 2000) ou ceux causes par des agents chimiques comme 
la camptothecine (Kaufmann et al, 1998; Schmitt et al, 1998). La mitochondrie represente 
l'element central de cette regulation. En effet, a ce niveau, le relachement des SIMP 
(« Soluble Inter-membrane Mitochondrial Proteins ») dont le cyt c (Jin et El-Deiry, 2005; 
Mohamad et al, 2005) dans le cytosol prefigure la premiere etape conduisant a Factivation 
des caspases. Une fois dans le cytosol, le cyt c interagit avec une proteine appelee APAF-1 
(«Apoptotic Protease Activating Factor-1 ») pour former un complexe, l'apoptosome 
(Adrain et Martin, 2001, 2006). APAF-1 est composee de trois domaines distincts dont un 
presente une forte homologie de sequence avec le prodomaine de plusieurs caspases comme 
les caspases 1, 2 et 9. Ce domaine appele CARD (« Caspase Recruitment Factor ») peut se 
Her a des caspases presentant un domaine similaire. A ce niveau, APAF-1 interagit avec la 
procaspase 9 (Shiozaki et al, 2002). Le recruterrient de la procaspase 9 et son clivage a lieu 
uniquement si le cyt c se lie a APAF-1 en presence d'ATP. L'hydrolyse d'ATP en ADP 
induit done la formation d'un complexe multimerique capable alors de recruter la procaspase 
9. Apres proteolyse au sein de l'apoptosome, la caspase 9 active est relachee et va pouvoir 
activer d'autres caspases comme la caspase 3, 6 et 7, ce qui va initier le programme de mort 
cellulaire (Saelens et al, 2004). 
A.3.1.2. La voie extrinseque 
L'autre voie d'induction de l'apoptose, qui conduit egalement a Factivation des caspases, 
apres stimulation, est initiee par des recepteurs membranaires, en presence de leur ligand 
(Figure 3). Ces «recepteurs de mort» font partie d'une famille de proteines 
transmembranaires qui elle-meme appartient a la super-famille des recepteurs TNFR 
(« Tumor Necrosis Factor Receptor ») (Beere, 2004). Un des plus importants est le recepteur 
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transmembranaire Fas, capable de lier une proteine appelee FasL (Fas Ligand) produite par 
les lymphocytes (Kaufmann et al, 2002). La liaison de FasL au recepteur Fas induit son 
oligomerisation et le recrutement de molecules adaptatrices designees sous le terme FADD 
(« Fas Associating protein with Death Domain »). Ces proteines vont alors recruter a leur 
tour la procaspase 8 (Muzio et al, 1996, Boldin et al, 1996) ou 10 (Fernandes-Alnemri et 
al, 1996) en interagissant avec leur domaine N-terminal pour former le complexe DISC 
(death-inducing signaling complex). La procaspase, une fois clivee, va etre liberee dans le 
cytosol afin d'initier la cascade de proteolyse menant a la mort cellulaire (Hirata et al, 1998). 
II est important de mentionner que les deux voies peuvent etre interconnectees (Figure 3). En 
effet, le facteur pro-apoptotique Bid peut etre clive par la caspase 8 suite a son activation au 
niveau du complexe DISC. Une fois clivee, la proteine Bid (tBid) peut alors interagir avec 
une autre proteine pro-apoptotique, Bax (voir partie 1.3.2), qui va pouvoir alors s'integrer a 
la membrane mitochondriale et entrainer la liberation du cyt c (Luo et al, 1998). 
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Figure 3. Schema descriptif des voies extrinseques et intrinseques de l'apoptose. La voie 
extrinseque, initiee par Poligomerisation de Fas permet le recrutement de FADD et de la 
procaspase 8. Le complexe DISC ainsi forme entraine le clivage de la procaspase 8 qui va 
alors cliver un certain nombre de caspases effectrices comme la caspase 3. La voie 
intrinseque quant a elle peut etre declenchee directement, suite a 1'activation de facteurs pro-
apoptotiques comme Bax, ou par clivage de la molecule Bid par la caspase 8. Ceci perturbe 
la permeabilite de la membrane mitochondriale, conduisant au relachement des SIMP dans le 
cytosol (cyt c, Smac/DIABLO...). L'interaction du cyt c avec APAF-1 conduit au 
recrutement de la procaspase 9 pour former l'apoptosome. Ce dernier est a 1'origine de 
l'activation de la caspase 9, qui active a son tour la caspase 3. La proteine Smac/DIABLO 
inactive les IAP («Inhibitor of Apoptosis Protein») tel que X-IAP (voir partie 1.5.2.5.1) qui 
ont pour role d'inhiber l'apoptose. Adapte de Couzinet et al., 2002. 
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A.3.2. Les membres de la famille Bcl-2 
La proteine Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) a tout d'abord ete identified comme proto-oncogene 
(Tsujimoto et al, 1985; Reed et al, 1987; White, 1996). Par la suite, il a ete montre que cette 
proteine etait capable d'inhiber l'apoptose suite a differentes inductions et dans la plupart des 
types cellulaires (Yang et Korsmeyer, 1996), suggerant que Bcl-2 pourrait etre le chef 
d'orchestre de la survie cellulaire. Suite a cette decouverte, d'autres proteines de la meme 
famille ont ete identifiees. Actuellement, 25 genes codant pour des proteines membres de la 
famille Bcl-2 ont ete identifies. Certaines de ces proteines peuvent avoir un role activateur ou 
pro-apoptotique comme les proteines Bax (Bcl-2-associated protein X) (Oltvai et al, 1993), 
Bad (Bcl-xL/Bcl-2 associated death promoter) (Yang et al, 1995), Bid (Bcl-2 interacting 
domain) (Wang et al, 1996a) et Bak (Bcl-2 antagonist killer) (Kiefer et al, 1995). A 
l'inverse, d'autres proteines de cette famille ont pour role d'inhiber l'apoptose et sont done 
anti-apoptotiques comme les proteines Bcl-2 et Bcl-xL (B-cell lymphoma-x Long) (Boise et 
al, 1993; Boise et Thompson, 1997, Yan et Shi, 2005). Cette famille est essentiellement 
associee avec la voie intrinseque conduisant a l'apoptose. Des experiences de mutagenese 
ainsi que des analyses de sequences effectuees sur ces differentes proteines ont montre que 
quatre regions conservees (Figure 4), essentielles a leur activite, appelees BH1, BH2, BH3 et 
BH4 (Bcl-2 homology domain) peuvent etre presentes (Kelekar et Thompson, 1998). 
Certains domaines comme BH3 sont importants pour la dimerisation des proteines tandis que 
d'autres comme BH1 et BH2 sont essentiels pour l'heterodimerisation (Yin et al, 1994). Ces 
regions sont done necessaires pour la regulation de l'apoptose et les interactions proteine-
proteine. La presence ou l'absence de certaines de ces regions au sein de la sequence 
proteique confere a la molecule la propriete d'etre "pro" ou "anti"-apoptotique (Kelekar et 
Thompson, 1998; Tsujimoto et Shimizu, 2000). 
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Figure 4. Representation schematique des membres de la famille Bcl-2. BH, homologie 
de domaine avec Bcl-2; TM, domaine transmembranaire. Tire de Hengartner, 2000. 
Certaines de ces proteines comme Bax et Bak vont former des homodimeres, qui vont 
pouvoir agir en formant des canaux ioniques, ouvrant ainsi des pores situes dans les 
membranes mitochondriales (Degli-Esposti et Dive, 2003), ce qui a pour effet de modifier 
leur permeabilite et permettre la liberation du cyt c (Jurgensmeier et al, 1998; Borner, 2003), 
de l'espace inter-mitochondrial vers le cytoplasme de la cellule. Ceci est accompagne par une 
forte production de ROS (especes reactives de l'oxygene) qui interviennent dans la 
signalisation cellulaire au cours de l'apoptose (Green et Reed, 1998). Le cyt c est en effet 
normalement sequestre dans l'espace inter-membranaire de la mitochondrie sous forme 
d'holocytochrome c. A l'inverse, la proteine Bcl-2, localisee dans la membrane de la 
mitochondrie va empecher la dimerisation de la proteine Bax et ainsi inhiber l'apoptose 
(Kluck et al, 1997). A ce niveau, les proteines de la famille Bcl-2 ont un grand role de 
regulation et participent done a un mecanisme de controle essentiel dans la regulation de 
l'apoptose. 
II existe done des interactions entre les membres de cette famille, notamment les interactions 
entre les facteurs pro-apoptotiques comme Bax et Bak avec les facteurs anti-apototiques 
comme Bcl-2 et Bcl-xL (Zha et al, 1996; Simonen et al, 1997). L'expression de Bcl-xL 
conduit souvent a la sequestration de la proteine Bax de facon a favoriser la survie cellulaire. 
A l'inverse, la proteine Bad peut former des heterodimeres avec la proteine Bcl-2 afin 
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d'inhiber son action en l'empechant de se Her a la proteine Bax pour reprimer l'apoptose. Au 
final, la vie de la cellule reflete un equilibre entre d'une part, les signaux anti-apoptotiques 
permettant la survie cellulaire et d'autre part, les signaux pro-apoptotiques regulant 
positivement l'apoptose (Sedlak et al, 1995). II semble meme que les cellules soient en 
situation de survie, laquelle est possible si les cellules percoivent de l'organisme auquel elles 
appartiennent, certains signaux comme des hormones ou des facteurs de croissance qui, en 
favorisant l'expression de genes anti-apoptotiques, irihibent leur entree en apoptose. 
A.4. Un autre type de MCP : la mort de type autophagique 
La mort de type autophagique, egalement appelee MCP de type lysosomal, s'apparente en 
fait a une autodigestion cellulaire (Figure 5). Ce phenomene particulier est independant des 
caspases (Shimizu et al, 2004) et se caracterise au stade final par une condensation de la 
chromatine et des bourgeonnements de la membrane plasmique, differents des corps 
apoptotiques retrouves au niveau de l'apoptose (Schwartz et al, 1993; Bursch et al, 2000; 
Okada et Mak, 2004). Ces bourgeonnements font suite a la formation des autophagosomes 
qui sont en fait des vacuoles autophagiques (Figure 5) se formant dans le cytoplasme, a 
l'interieur meme de la cellule (Mizushima et al, 2002). Ces elements sont capables de 
sequestrer la totalite ou une partie des constituants cellulaires incluant les organelles puis 
vont fusionner avec les lysosomes pour former des autolysosomes. Ces derniers ont pour role 
de degrader le contenu emprisonne a l'aide d'enzymes hydrolytiques presentes dans les 
lysosomes (Tsujimoto et Shimizu, 2005). 
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Figure 5. Caracteristiques morphologiques de la mort de type autophagique. a) cellule 
normale; b) mort de type autophagique. La mort de type autophagique est caracterisee par la 
formation de nombreuses vesicules (autophagosomes) dans le cytosol qui sequestrent le 
contenu cellulaire. Les autophagosomes fusionnent ensuite avec les lysosomes pour degrader 
leur contenu. Tire de Edinger et Thompson, 2004. 
Au niveau basal, l'autophagie est un mecanisme catabolique qui va pouvoir au minimum 
permettre, a l'instar du proteasome, la degradation de proteines, mais egalement de lipides et 
meme d'organites comme les mitochondries (Kim et Klionsky, 2000; Klionsky et Emr, 2000; 
Shintani et Klionsky, 2004). L'autophagie represente done un mecanisme de recyclage de 
nutriments, suite par exemple a une deficience en acides amines, afin d'empecher la mort et 
de favoriser la survie cellulaire (Klionsky, 2005). Ce processus est present dans toutes les 
cellules eucaryotes et apparait relativement bien conserve a travers revolution. II est regule 
par un certain nombre de genes nommes Atg («Autophagy related genes») retrouves 
egalement chez les plantes et chez la levure (Tsujimoto et Shimizu, 2005) notamment les 
genes Atg5 et Atg6 dont le « silencing » inhibe la formation de l'autophagosome (Shimizu et 
al, 2004). 
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Differentes etudes realisees montrent que ce mecanisme peut se transformer en processus de 
MCP (Bursch, 2001; Codogno et Meijer, 2005; Kroemer et Levine, 2008) et representer une 
alternative a l'apoptose notamment dans le cas ou celle-ci serait deficiente (Shimizu et al, 
2004). Ceci a ete montre par l'utilisation d'agents cytotoxiques comme la staurosporine 
(inhibiteur de proteines kinases) sur des fibroblastes d'embryons de souris n'exprimant plus 
les genes Box et Bak (Shimizu et al, 2004; Tsujimoto et Shimizu, 2005). De meme, la sur-
expression des genes Bcl-2 et Bcl-xL dans les fibroblastes de type sauvage inhibe la mise en 
place de l'apoptose suite au traitement mais au contraire induit la mise en place de la MCP de 
type autophagique, ce qui implique un eventuel controle par les membres de la famille Bcl-2 
(Shimizu et al, 2004; Levine et al, 2008). Comme pour le mecanisme d'autophagie, 
necessaire a la survie cellulaire, la mort de type autophagique requiert les memes genes, 
notamment Atg5 et Atg6 (Shimizu et al, 2004; Pyo et al, 2005). Ces derniers sont fortement 
exprimes lorsque l'autophagie conduit a la mort de la cellule tandis que le «silencing» de ces 
genes 1'inhibe (Shimizu et al, 2004). 
Des liens au niveau moleculaire entre l'apoptose et la mort de type autophagique 
commencent a etre mis en evidence. Ainsi, la proteine Atg5 est capable d'interagir avec 
FADD pour mettre en place la mort de type autophagique (Pyo et al, 2005). La proteine 
Atg6, quant a elle, identifiee initialement chez la levure (Liang et al, 1999) et qui correspond 
en fait a la proteine animale Beclin 1, possede un domaine BH3 et peut interagir avec 
certains facteurs anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, tels que Bcl-2 et Bcl-xL (Oberstein et 
al., 2007; Maiuri et al,,2007; Boya et Kroemer, 2009), mais le role precis de cette interaction 
reste encore a determiner (Boya et Kroemer, 2009). De plus, l'autophagie, comme 
l'apoptose, peuvent etre induits par les meme stress et peuvent done conduire a la mort de la 
cellule en coordination (Shintani et Klionsky, 2004). Notons que la mort de type 
autophagique est marquee par sa lenteur contrairement a l'apoptose dont 1'ensemble du 
processus peut se derouler en quelques heures. 
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A.5. La mort cellulaire programmee chez les vegetaux 
Chez les plantes, la MCP intervient a chaque etape de leur developpement, au niveau de 
l'organogenese (Fukuda, 2000) et de la morphogenese (Gunarwadena et al, 2004), et 
represente egalement un mecanisme implique dans les reponses aux stress biotiques (Curtis 
et Wolpert, 2004) et abiotiques (McCabe et Leaver, 2000). 
La MCP vegetale est encore loin d'etre aussi bien caracterisee que l'apoptose animale. 
Differentes etudes menees chez les plantes ont montre certaines similitudes avec l'apoptose, 
suggerant que ce mecanisme pourrait avoir ete transmis par un ancetre commun, notamment 
si on fait reference au relachement du cyt c au niveau de la mitochondrie, laquelle aurait 
selon la theorie, une eventuelle origine endosymbiotique (Blackstone et Green, 1999). En 
plus du relachement du cyt c, observe a quelques reprises (Vacca et al, 2006), d'autres 
travaux ont permis egalement de mettre en evidence certaines caracteristiques typiques de 
l'apoptose. La condensation de la chromatine ainsi que la fragmentation du noyau et de 
1'ADN internucleosomal sont egalement des elements retrouves a la fois chez les animaiix et 
les plantes. Certaines etudes ont egalement montre l'activation de proteines dites « caspase-
like » mais aucune veritable caspase n'a ete identified. D'ailleurs, ces caracteristiques sont 
maintenant utilisees comme marqueurs de la MCP de type apoptotique chez les plantes. 
Pourtant, malgre ces observations, il est legitime de penser que les plantes ont pu developper, 
au cours de leur evolution, des mecanismes regissant la MCP qui puissent leur etre propres. 
En effet, a quelques exceptions pres, qui seront presentees plus loin dans 1'introduction, la 
grande majorite des regulateurs qui ont ete identifies au cours de l'apoptose animale tels que 
les membres de la famille Bcl-2 ou les caspases, n'ont jamais ete retrouves au cours de la 
MCP chez les plantes. De plus, les cellules vegetales possedent des caracteristiques qui leur 
sont propres comme la presence de la paroi, d'une large vacuole qui occupe la majorite du 
cytoplasme ou des chloroplastes, siege de la photosynthese. 
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Comme pour les animaux, la mort de type apoptotique n'est pas le seul type de MCP qui 
opere chez les plantes. En effet, la presence d'une MCP de type autophagique a egalement 
ete mise en evidence et se retrouve egalement regulee par les genes Atg (Rose et al, 2006; 
Reape etal, 2008). 
A.5.1. La MCP au cours du developpement 
Comme pour le regne animal, la MCP chez les plantes se produit de facon naturelle, tout au 
long de la vie de la plante et revet une importance tout aussi majeure. Elle peut intervenir a 
de nombreuses etapes de leur developpement (Pennell et Lamb, 1997), comme pendant 
l'embryogenese (Filonova et al, 2008), la senescence (Lim et al., 2007) ou encore la 
formation des vaisseaux conducteurs du xyleme (Mittler et Lam, 1995; Fukuda, 1996, 1997, 
2000; Yu et al., 2002; Turner et al., 2.007). 
Elle est done necessaire au bon fonctionnement et a la survie des plantes (Lam, 2004). Elle 
permet egalement d'eliminer des cellules qui etaient requises temporairement, a un temps 
donne, mais qui ont perdu leur utilite au niveau de l'organisme, comme par exemple les 
cellules de la coiffe au niveau racinaire (Wang et al., 1996b), les cellules de l'aleurone dans 
les graines (Dominguez et al., 2004), les cotyledons apres la germination de la graine 
(Delorme et al., 2000) ou encore les cellules du suspenseur au niveau embryonnaire 
(Lombardi et al, 2007; Filonova et al, 2008). 
Parmi les etapes developpementales dans lesquelles la MCP a un role primordial, on peut en 
distinguer une, qui est particulierement caracteristique: la MCP qui a lieu au cours du 
processus de senescence. 
La senescence, est un phenomene particulierement important au cours du developpement de 
la plante. Ce processus complexe qui a lieu naturellement chez les vegetaux est 
genetiquement programme (Coupe et al, 2004). II implique la transcription nouvelle d'un 
certain nombre de genes et la traduction de proteines (Nooden et al, 1997). II represente en 
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fait une etape ultime du developpement qui va voir mourir de facon lente, massive et 
programmed certains organes comme les feuilles (Figure 6) au profit d'autres parties de la 
plante en developpement comme les graines ou les fruits (Pennell et Lamb, 1997). La 
senescence permet en fait d'organiser une redistribution de nutriments, generalement a partir 
des feuilles agees, vers d'autres parties de la plante comme les graines, les feuilles plus 
jeunes en formation ou bien les tubercules (Quirino et al, 2000). En plus de remobiliser des 
nutriments au profit de certains organes, la senescence represente egalement un moyen de 
reduire ou limiter les depenses d'energie. Elle est dependante de facteurs endogenes a la 
plante comme l'age de l'organe, des tissus affectes ou de la plante entiere mais peut aussi 
etre influencee par des facteurs externes a la plante comme les stress biotiques (infection par 
un agent pathogene) ou abiotiques (deficience en nutriments, UV-B, ozone, temperatures 
extremes) (Lim et al, 2007; Love et al, 2008). D'ailleurs, un certain nombre de genes 
exprimes au cours de la senescence sont egalement impliques en reponse a ces stress (Lim et 
al, 2007). 
Les symptomes de la senescence sont aisement observables, notamment au niveau foliaire 
lorsque les feuilles finissent par jaunir en raison de la perte de chlorophylle, pour finalement 
se detacher par abscission. Mais dans certains cas, la senescence peut etre plus dramatique et 
atteindre l'organisme dans son entier, ceci au profit des graines (Figure 6). La 
disorganisation des composantes cellulaires dans les tissus en senescence entraine une 
degradation de macromolecules comme les proteines (Otegui et al, 2005), les lipides 
membranaires (Thompson et al, 1998) ou les acides nucleiques (Taylor et al, 1993) menant 
a une mobilisation de nutriments qui seront ainsi recycles dans les parties de la plante qui en 
ont besoin. Ce demantelement cellulaire n'est pas anarchique mais ordonne. Ainsi, au niveau 
intracellulaire, les premiers elements touches sont les chloroplastes, qui passent d'une 
fonction anabolique a une fonction catabolique, tandis que le noyau et les mitochondries, 
requis respectivement pour l'expression genique et la production d'energie sont degrades 
dans les etapes ultimes de la senescence (Lim et al., 2007). Les cellules des tissus senescents 
vont alors mourir par MCP pour permettre la recuperation des nutriments. 
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Figure 6. Observation de la senescence chez la plante A. thaliana. a) Senescence au 
niveau de la plante entiere; b) Senescence au niveau foliaire; c) Au cows de la senescence, 
les nutriments (azote, phosphore, etc.) sont rediriges vers les autres parties de la plante en 
developpement comme les graines. Adapte de Lim et al, 2007. 
Comme indique precedemment, le processus de senescence necessite une activite 
transcriptionnelle. C'est le cas des genes SAGs {Senescence Associated Gene), qui ont ete 
identifies chez plusieurs especes vegetales dont A. thaliana et qui sont fortement impliques 
dans le processus de senescence. Certains genes codent pour des facteurs de transcription, 
des proteines impliquees dans l'autophagie ou dans le metabolisme des lipides. D'autres 
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genes, comme par exemple SAG'12, codent pour des proteases et presenters une homologie 
de sequence avec des genes codant pour des cysteines proteases (Drake et al, 1996; 
Greenberg, 1996). Leur role precis n'a pas ete clairement mis en evidence mais ils pourraient 
a Pinstar des caspases dans l'apoptose animale intervenir dans une cascade conduisant a la 
MCP. 
Les hormones vegetales, importantes au cours du developpement, jouent egalement un role 
dans le controle du processus de senescence et eventuellement de la MCP qui lui est associee. 
Ainsi, au cours de la senescence, les cytokinines et l'ethylene ont des roles antagonistes. 
L'ethylene (Orzaez et Granell, 1997a) favorise le processus de senescence alors que les 
cytokinines vont au contraire 1'inhiber (Gan et Amasino, 1995; Ori et al, 1999). Les genes 
intervenant dans la synthese de l'ethylene vont voir leur expression augmentee (Van der 
Graaff et al., 2006) tandis que ceux intervenant dans la synthese des cytokinines vont etre 
reprimes (Buchanan-Wollaston et al, 2005). D'autre part, l'acide jasmonique ainsi que son 
derive le methyl jasmonate sont des hormones intervenant notamment dans la defense contre 
certains agents pathogenes et qui favorisent egalement le processus de senescence des 
feuilles (He et al, 2002). L'acide salicylique (AS) qui est une autre hormone intervenant 
dans la reponse contre certains agents pathogenes, serait egalement implique dans la 
senescence en permettant l'activation de certains genes SAGs comme par exemple SAG12 
afin de la mettre en place (Morris et al, 2000). 
La senescence est un processus de degenerescence relativement lent dans sa duree. II est 
encore difficile de savoir si la MCP est enclenchee des le depart ou si elle intervient plus 
tardivement dans le processus de senescence. Les specialistes de la question s'opposent 
encore a ce sujet (Reape et McCabe, 2008). De meme, la mort de type autophagique ou du 
moins 1'autophagic semble intervenir dans le processus de senescence. Toutefois, certains 
aspects caracteristiques de la MCP de type apoptotique sont retrouves pendant le processus 
de senescence comme la condensation du cytoplasme et de la chromatine, la fragmentation 
de l'ADN (Yen et Yang, 1998; Simeonova et al, 2000; Cao et al, 2003; Coupe et al, 2004) 
et le decollement de la membrane plasmique (Swidzinski et al, 2002). II est done possible 
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que les deux types de mort interviennent en meme temps a un moment donne du processus de 
senescence. 
A.5.2. La MCP au cours de la reponse hypersensible 
Les plantes, comme tout organisme vivant, sont en permanence menacees par des agents 
pathogenes (champignons, bacteries, nematodes, virus, etc.) et ont du developper au cours de 
lew evolution des moyens de defense pour y faire face. Par contre, a la difference des 
animaux, elles ne possedent pas de cellules specialisees dans leur defense ou de systeme 
immunitaire acquis, c'est-a-dire capable de s'adapter (Jones et Dangl, 2006). Au contraire, 
chaque cellule de la plante peut prendre part a la defense a travers ce qu'on appelle le 
systeme immunitaire inne (Dangl et Jones, 2001; Chisholm et al, 2006). Ainsi, dans certains 
cas, les plantes notes peuvent reconnaitre l'agent pathogene qui tente de l'infecter et activer 
des defenses afin d'en limiter la propagation au seul site d'infection (Greenberg, 1997). 
Parmi les differents mecanismes de defense qui peuvent etre mis en place par les plantes, la 
reponse hypersensible (RH) represente la forme la plus spectaculaire mais aussi la plus 
extreme (Heath, 2000; Lam et al, 2001; Greenberg et Yao, 2004). Elle fait intervenir une 
MCP (Greenberg, 1997) au niveau de la zone d'infection qui est coordonnee avec la mise en 
place de reponses de defense. La RH est ainsi caracterisee par une mort rapide et localisee 
des cellules entourant le site d'infection (Figure 7), suite a une interaction avec certains 
agents pathogenes qualifies d'avirulents (Heath, 2000; Dangl et Jones, 2001). Ce phenomene 
est considere comme une MCP depuis l'analyse de mutants d'A. thaliana appeles « lesion 
mimic » qui presentent des symptomes typiques d'une RH mais sans la presence d'un agent 
pathogene (Mittler et Rizhsky, 2000). De plus, des activites proteolytiques « caspase-like », 
ont ete detectees dans des plantes au cours de la RH (Del Pozo et Lam, 1998). La RH est 
necessaire dans le cas des agents pathogenes biotrophes. En effet, ces derniers se developpent 
a partir de tissus vivants et la plante va done mettre en place la MCP au niveau des tissus 
infectes pour tenter d'endiguer leur propagation (Mittler et al, 1997; Nurnberger, 1999; Lam, 
2004). 
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Figure 7. Reponse hypersensible en reponse a differents agents pathogenes. A) RH 
observee chez A. thaliana, 24 h apres infiltration avec la bacterie Pseudomonas syringae pv. 
tomato DC3000. B) RH induite par le virus de la mosai'que du tabac (TMV) chez Nicotiana 
tabacum cv. Samsun, 72 h apres inoculation. Tire de Mur et al, 2008. 
La mise en place de la defense passe prealablement par une reconnaissance de l'agent 
pathogene. De facon generate, celle-ci se fait a travers la perception d'eliciteurs, lesquels 
peuvent etre generaux ou specifiques a un agent pathogene (Jones et Dangl, 2006; Chisholm 
et al, 2006). Les eliciteurs generaux (oligosaccharides, peptides, glycoproteins, etc.), 
produits par l'agent pathogene ou bien par la plante suite par exemple a la degradation de la 
paroi vegetale, sont reconnus par des recepteurs membranaires (Jones et Dangl, 2006) et 
entrainent la mise en place d'une premiere ligne de defense dite basale (Bent et Mackey, 
2007). Celle-ci implique la production de composes requis pour le renforcement de la paroi 
vegetale comme la callose, la lignine ou d'autres composes phenoliques (Soylu, 2006; 
Hardham et al, 2007). Elle implique egalement 1'accumulation de phytoalexines, qui ont des 
fonctions antimicrobiennes, au niveau du site d'infection (De Wit, 1997; Hahlbrock et al, 
2003) ou de proteines PR («Pathogenesis Related))) dont certaines vont avoir des fonctions 
antimicrobiennes ou vont pouvoir degrader la paroi de champignons (Van Loon et Van 
Strien, 1999; Van Loon et al, 2006). Ces mesures ne sont pas toujours suffisantes pour 
contrer l'agent pathogene et dans certains cas, les plantes sont capables de reconnaitre des 
eliciteurs specifiques a un agent pathogene, ce qui va conduire a la mise en place de la RH 
(Jones et Dangl, 2006). Les eliciteurs specifiques sont de nature variee (Ellis et al, 
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2000; Martin et al, 2003). Leur reconnaissance par la plante a lieu au cours d'une reaction 
dite d'incompatibilite et fait appel a une interaction qualifiee de « gene-pour-gene » (Gomez-
Gomez, 2004). Ces eliciteurs specifiques sont produit par des genes dit d'avirulence ou avr et 
correspondent pour la plupart d'entre eux a des facteurs de virulence (Ridout et al, 2006; 
Abramovitch et al, 2006). La reconnaissance par la plante de la proteine avr produite par 
l'agent pathogene ne peut se faire que si celle-ci possede un gene de resistance R. Cette 
reconnaissance represente le point de depart qui va aboutir a la mise en place de la RH. Si la 
plante hote ne possede pas de gene R, elle est dite sensible et l'agent pathogene peut alors 
proliferer. II faut mentionner que certains agents pathogenes comme la bacterie Pseudomonas 
syringae pv. tomato DC3000 sont capables d'inhiber la MCP associee a la RH au cours de 
1'interaction « gene-pour-gene » en secretant un autre effecteur, AvrPtoB (Abramovitch et 
al, 2003). 
Suite a la reconnaissance de l'agent pathogene, la mise en place de cette mort cellulaire est 
tres rapide, de l'ordre de quelques heures (Huckelhoven, 2007). Elle a pour effet de generer 
une sorte de barriere physique composee de cellules mortes et de limiter la disponibilite en 
nutriments pour l'agent pathogene en raison de la rapide deshydratation qui accompagne la 
mort cellulaire. Phenotypiquement, cette mort localisee prend l'aspect d'une necrose autour 
du site d'infection. Ceci empeche done l'agent pathogene de croitre et d'infecter l'ensemble 
de la plante (Lam et al, 2001; Lam, 2004). 
Pendant la mise en place de la MCP au cours de la RH, les plasmodesmes restent ouverts et 
fonctionnels, permettant d'emettre Phypothese que ces derniers pourraient permettre le 
passage de signaux aux cellules avoisinantes (Reape et McCabe, 2008) afin de mettre en 
place une resistance systemique, e'est-a-dire etendue a l'ensemble de la plante (Durrant et 
Dong, 2004; Greenberg et Yao, 2004). 
A l'inverse, des etudes suggerent que la MCP mise en place au site d'infection pourrait etre 
induite par l'agent pathogene lui-meme. Cette hypothese, de plus en plus evidente, a ete 
emise suite a 1'observation de certaines des caracteristiques de la MCP de type apoptotique 
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comme la condensation de la chromatine (Yao et ah, 2001), la fragmentation de l'ADN 
(Navarre et Wolpert, 1999; Tada et ah, 2001) ou une alteration de la mitochondrie (Coffeen 
et Wolpert, 2004), ceci suite a l'infection par des agents pathogenes necrotrophes. Ceci laisse 
penser que certains agents pathogenes necrotrophes, comme les champignons Botrytis 
cinerea (Govrin et Levine, 2000; Dickman et ah, 2001), Sclerotinia sclerotiorum (Dickman 
et ah, 2001; Kim et ah, 2008) ou Cochliobolus victoriae (Navarre et Wolpert, 1999; Curtis et 
Wolpert, 2004; Tada et ah, 2005) dont la croissance necessite la mort des cellules infectees 
pourraient en fait detourner ce mecanisme de MCP a leur profit (Coffeen et Wolpert, 2004; 
Tada et ah, 2005) sachant qu'il est dans l'interet de leur plante note que ses cellules restent 
en vie. Ainsi, C. victoriae produit une toxine, la victorine, qui induit la mise en place de la 
MCP de type reaction hypersensible chez sa plante hote, l'avoine (Avena Sativa). Cette mort 
peut etre inhibee par l'utilisation d'inhibiteurs specifiques de caspases (Coffeen et Wolpert, 
2004). De meme, l'expression de proteines anti-apoptotiques humaines comme Bcl-2 ou Bcl-
xL dans le tabac entraine une resistance accrue des plantes aux champignons necrotrophes 
(Dickman et ah, 2001). 
Les cascades de signalisation menant a la mise en place de la RH font intervenir l'AS, 
certaines MAPKs («Mitogen-Activated Protein Kinase») comme SIPK, Ntf4 et WIPK chez 
le tabac, le NO (Oxyde nitrique) ou encore les ROS comme le H2O2 (peroxyde d'hydrogene) 
ou le 02_(ion superoxyde) (Hoeberichts et Woltering, 2003; Wendehenne et ah, 2002, 2004; 
Lam, 2004; Liu et ah, 2007). 
La MCP mise en place au cours de la RH est dependante de la lumiere (Rusterucci et ah, 
2001; Brodersen et ah, 2002; Zeier et ah, 2004; Chandra-Shekara et ah, 2006). Ceci implique 
un role possible des chloroplastes et done des ROS, generes au cours de la photosynthese. En 
effet, les ROS, produits notamment au niveau de la mitochondrie, sont impliques aussi bien 
dans l'apoptose animale (Simon et ah, 2000) que dans la MCP chez les plantes (Desikan et 
ah, 1998; Lamb et Dixon, 1997; Mittler, 2002; Van Breusegem et Dat, 2006; Gao et ah, 
2008), notamment au cours de la RH (Levine et ah, 1994) mais aussi pendant la senescence 
decrite precedemment (Zapata et ah, 2005) ou en reponse aux UV-C (Danon et ah, 2004). Le 
25 
H2O2, par exemple, est utilise dans de nombreuses etudes pour induire la MCP (Desikan et 
al, 1998; De Pinto et al, 2006). Les plantes comme les animaux produisent continuellement 
des ROS au cours des reactions metaboliques. Pour contrer leurs effets dommageables, 
notamment au niveau de l'ADN et des proteines, les cellules possedent toute une gamme 
d'enzymes a fonctions anti oxydantes comme les peroxydases. Un exces non controle de 
ROS au niveau de la cellule peut entrainer un stress oxydatif et conduire a la mise en place de 
la MCP (Apel et Hirt, 2004). Au niveau de la RH, le H2O2 joue un role important dans la 
signalisation, la production de phytoalexines ou le renforcement de la paroi. La suspicion de 
plus en plus evidente d'un role des chloroplastes au cours de la RH et dans la MCP en 
general (voir partie 1.5.1.3) est appuye par une etude qui montre une forte accumulation de 
ROS dans les chloroplastes au cours de la RH (Liu et al, 2007). De plus, il semble exister 
une voie de biosynthese de l'AS au niveau des chloroplastes (Wildermuth et al, 2002). Or, 
l'AS participe a la MCP chez les plantes en favorisant la production de H2O2 (Brodersen et 
al, 2005). A l'inverse, le H2O2 peut activer des enzymes impliquees dans la biosynthese de 
l'AS (Leon et al, 1995), lequel va, a son tour, favoriser la production de ROS. Toutes ces 
correlations vont dans le sens d'un role important des chloroplastes au cours de la RH mais 
egalement au cours d'autres evenements de MCP (voir partie 1.5.1.3). 
Comme dans le cas de la senescence, certaines des caracteristiques de la MCP de type 
apoptotique peuvent etre retrouvees au cours de la RH comme la condensation du cytoplasme 
et du noyau, la fragmentation de l'ADN ou le relachement du cyt c mitochondrial (Pennell et 
Lamb, 1997; Mittler et al, 1997; Sun et al, 1999; Kim et al, 2004). 
A.5.3. La MCP en reponse a des stress abiotiques (UV-C) 
Comme decrit precedemment, la MCP peut etre mise en place au cours du developpement 
mais egalement suite a des stress abiotiques. Les mecanismes d'activation du programme de 
mort cellulaire peuvent etre induits par divers stress abiotiques qui vont perturber le 
fonctionnement normal de la cellule. Ainsi, le froid (Koukalova et al, 1997), la chaleur (Li et 
Dickman, 2004; Vacca et al, 2006), le mannose (Stein et Hansen, 1999), les sels (Katsuhara 
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et Kawasaki, 1996; Huh et ah, 2002), le H2O2 (Kawai-Yamada et ah, 2004) ou bien les stress 
genotoxiques induits par les UV-C (Danon et Gallois, 1998; Danon et ah, 2004) sont capable 
d'induire une reponse de type MCP chez les plantes. Les reponses au stress abiotiques sont 
particulierement etudiees chez les plantes car, a l'instar des agents pathogenes, ils 
occasionnent des pertes au niveau des cultures. Dans cette partie dediee au stress abiotiques, 
seule la MCP mise en place a la suite d'un stress cause par les UV-C sera abordee. Ces 
derniers ont ete utilises au cours des differents travaux decrits dans cette these afm d'induire 
la MCP chez les plantes. 
Les UV sont des agents genotoxiques dans le sens ou ils causent des dommages a l'ADN. 
Les radiations UV se subdivisent en UV-C (environ 280 nm), UV-B (280-320 nm) et UV-A 
(320-390 nm). Les UV-C sont utilises depuis longtemps pour induire l'apoptose dans les 
cellules animales (Kulms et Schwarz, 2000, 2002). L'exposition aux UV-C occasionne des 
dommages au niveau physiologique, la formation de radicaux libres au niveau de l'ADN et 
genere des dimeres de pyrimidine, en particulier de thymine. Normalement, la formation des 
dimeres de pyrimidine conduit a la mise en place de systemes de reparation et a 
1'excision/correction de l'anomalie. Les plantes sont done capables de reparer l'ADN 
endommage. Maintenant, selon le degre d'exposition aux radiations UV-C et dependamment 
de l'etat cellulaire, les dommages causes peuvent devenir trop importants pour la cellule qui 
va alors declencher son programme de mort cellulaire. 
Des etudes realisees sur des plantes d'A thaliana ont montre qu'un traitement aux UV-C 
pouvait induire la mise en place d'une MCP (Danon et Gallois, 1998). La fragmentation 
internucleosomale de l'ADN caracteristique de l'apoptose animale, a egalement ete observee 
suite a des irradiations aux UV-C allant de 10 a 50 kJ/m (Danon et Gallois, 1998). Celle-ci 
s'accroit au cours du temps, excluant ainsi toute cassure directe de l'ADN par les 
rayonnements UV-C mais allant plutot dans le sens d'une activation d'endonucleases. Cette 
fragmentation a egalement ete detectee in situ par la technique du TUNEL («Terminal 
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick End Labelling))) seulement 2 heures apres 
une irradiation de protoplastes d'A thaliana. Au cours de la MCP mise en place a la suite 
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d'un stress cause par les UV-C, d'autres evenements caracteristiqu.es de l'apoptose animale 
sont observes comme la condensation du noyau (Danon et Gallois, 1998) et la detection 
d'activite de type « caspase-like ». En effet, la MCP initiee par les UV-C peut etre inhibee 
par l'utilisation d'inhibiteurs specifiques des caspases-1 et -3 tandis que l'utilisation de 
substrats de la caspase-3 met en evidence l'implication d'une activite dite « caspase-like », 
correlee avec l'apparition de la fragmentation de l'ADN (Danon et al, 2004). 
En 2008, He et al, ont montre pour la premiere fois que le gene AtMC8 codant pour la 
metacaspase-8, etait implique dans la MCP induite par les UV-C. L'expression de ce gene est 
fortement augmentee en reponse au stress oxydatif cause par les UV-C, le H2O2 ou par le 
methyl viologen (MV), un herbicide favorisant la production de ROS au niveau des 
chloroplastes et capable d'induire une MCP de type apoptotique chez les plantes (Chen et 
Dickman, 2004). AtMC8 est membre d'une famille de neuf proteines soupconnees d'avoir 
des fonctions equivalentes aux caspases chez les plantes ou du moins d'etre impliquees dans 
la MCP (voir partie 1.5.3.1.). AtMC8 est sous controle du gene Rcd-1 («Radical induced cell 
death-l») dont le knock-out inhibe l'expression et rend la plante insensible aux ROS produits 
par les chloroplastes (He et al., 2008). Ceci suggere que le stress oxydatif produit au niveau 
des chloroplastes par les UV-C induit l'expression du gene AtMC8. Enfin, des protoplastes 
produits a partir de plantes d'A thaliana qui expriment le gene AtMC8 de facon constitutive 
presentent une MCP plus importante suite a une irradiation aux UV-C (He et al, 2008). A 
P inverse, des protoplastes issus de lignees d'A thaliana knock-out pour ce meme gene 
presentent une forte diminution de la MCP apres traitement aux UV-C ou au H2O2 (He et al., 
2008). 
D'autres experiences ont montre que des protoplastes d'A. thaliana, exprimant de facon 
transitoire le gene p35, limite la fragmentation de l'ADN et la mort cellulaire causees par les 
UV-C (Danon et al., 2004). Le gene p35 code pour une proteine anti-apoptotique du 
baculovirus qui permet d'inhiber specifiquement les caspases des cellules infectees par le 
virus en bloquant leur site actif, empechant ainsi leur mort par apoptose afin de permettre au 
virus de se multiplier (Bump et al., 1995). De meme, la sur-expression du gene AtBI-1 (Bax 
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inhibitor-1) etAtDAD-1 (Defender against apoptotic death-1) (voir partie 1.5.3.5.) dans des 
protoplastes d'A thaliana permet de reduire fortement la mort induite par les UV-C (Danon 
etal, 2004). 
La MCP induite par les UV-C est dependante de la lumiere (Danon et al, 2004), ce qui 
suggere, a l'instar de la RH, un role des chloroplastes dans la mise en place de la mort. De 
plus, l'expression du gene AtMC8, implique dans la MCP induite par les UV-C et qui semble 
induit par les ROS generes dans les chloroplastes, est egalement dependante de la lumiere 
(He et al, 2008). En effet, suite a un traitement aux UV-C, les ROS sont generes tres 
rapidement au niveau des chloroplastes et des mitochondries de protoplastes d'A. thaliana 
maintenus en lumiere continue (Figure 8) (Gao et al, 2008). L'utilisation d'inhibiteurs de la 
chaine de transport des electrons comme le DCMU (3-(3,4-dichlorophenyl)-l,l-
dimethylurea) reduit fortement la production de ROS ce qui a pour consequence de reduire la 
MCP au niveau des protoplastes (Gao et al, 2008). Enfin, mentionnons que des plantules 
d'A thaliana traitees aux UV-C presentent une forte accumulation d'AS (Nawrath et al, 
2002). Comme pour la RH, ces correlations laissent supposer un role des chloroplastes et de 
1'AS, qui serait possiblement synthetise dans la mise en place de la MCP induite par les UV-
C. 
Tous ces resultats mettent done en avant Fimportance des ROS, au niveau des mitochondries 
et des chloroplastes ainsi que l'intervention de proteases a activite « caspase-like ». De 
meme, la MCP vegetale induite par les UV-C est caracterisee par une fragmentation 
caracteristique de l'ADN. Ces resultats correles a d'autres etudes (Vacca et al, 2006) ont 
permis d'etablir un modele hypothetique relatif a la mise en place de la MCP chez les 
plantes, en reponse aux UV-C (Figure 8). 
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Figure 8. Modele hypothetique representant les voies de signalisation impliquees dans la 
mise en place de la MCP chez les plantes suite a une exposition aux UV-C. Apres 
traitement aux UV-C, les ROS sont rapidement produits au niveau de la mitochondrie et des 
chloroplastes. La perturbation de la permeabilite membranaire de la mitochondrie pourrait 
entrainer le relachement du cyt c, qui a ete montre avec d'autres inducteurs de MCP et 
1'activation de protease a activite « caspase-like » afin de mettre en place la MCP. Les 
dommages a l'ADN peuvent egalement declencher la MCP. Adapte de Gao et al, 2008. 
A.5.4. Mecanismes communs entre la MCP vegetale et l'apoptose 
Malgre le manque de connaissances sur les mecanismes impliques dans la MCP chez les 
vegetaux, certaines evidences suggerent que des genes ayant des fonctions similaires a ceux 
trouves chez les animaux pourraient egalement etre presents chez les plantes. Ceci est montre 
d'une part par l'accumulation d'indicateurs fournis par l'utilisation d'inhibiteurs ou de 
substrats specifiques des caspases mais aussi par l'expression fonctionnelle dans les plantes 
de certains genes animaux impliques dans l'apoptose. D'autre part, le clonage de certains 
genes presentant des homologies de sequence et de fonction avec des genes animaux comme 
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AtBI-1 et AtDAD-1 et intervenant a differents niveaux dans la MCP ouvre des voies 
interessantes pour la comprehension de ces mecanismes. 
A.5.4.1. Les activites de type « caspase-like » 
L'observation de certaines des caracteristiques de l'apoptose au cours de la MCP vegetale 
laissait supposer une certaine conservation des mecanismes regissant l'execution du 
programme de mort. Des etudes menees directement chez les plantes ont pu mettre en 
evidence 1'intervention d'activites « caspase-like » au cours de la MCP et done la presence 
eventuelle de proteines ayant des fonctions potentiellement similaires a celles des caspases 
(Lam et del Pozo, 2000; Woltering et al, 2002; Danon et al, 2004; Chichkova et al, 2004; 
Sanmartin et al, 2005). La presence d'activite dite «caspase-like» a ete montree 
indirectement par l'utilisation d'inhibiteurs specifiques des caspases animates ou des 
substrats de caspases sur des cellules isolees et des tissus vegetaux. 
Par exemple, la co-infiltration dans du tabac d'inhibiteurs specifiques des caspases tels que 
Ac-DEVD-CHO (Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-aldehyde), specifique de la caspase-3 ou Ac-
YVAD-CMK (Acetyl-Tyr-Val-Ala-Asp-chloromethylketone), specifique de la caspase-1 
avec F agent pathogene biotrophe P. syringae permet d'inhiber la RH mise en place par la 
plante (Lam et del Pozo, 2000). De plus, des marqueurs moleculaires specifiques de la mort 
cellulaire au cours de la RH comme les genes hsr203J et hinl qui sont induits tres tot durant 
les interactions de type incompatible ne sont pas exprimes en presence d'inhibiteurs 
specifiques des caspases (Lam et del Pozo, 2000). L'utilisation de ces inhibiteurs de caspases 
a montre egalement 1'implication d'activites proteolytiques de type caspase sur des 
suspensions cellulaires de tomate traitees a la camptothecine (De Jong et al, 2000), des 
protoplastes de tabac traites a la menadione (Sun et al, 1999) ou des protoplastes d'A. 
thaliana traites aux UV-C (Danon et al, 2004). Ces inhibiteurs sont capables d'empecher la 
fragmentation de l'ADN et d'inhiber la mort des cellules tandis que des inhibiteurs de 
proteases a spectres d'action differents en sont incapables (Lam et del Pozo, 2000). 
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L'utilisation de substrats des caspases comme la PARP a egalement confirme l'implication 
d'activites proteolytiques de type caspase. Par exemple, des activites de type caspase-3 ont 
pu etre detectees dans des suspensions cellulaires de tabac, au cours de la MCP induite par un 
choc thermique (Tian et al, 2000). L'activite de type caspase-3 a ete etudiee indirectement 
par l'utilisation d'un peptide de synthese dont la sequence (GDEVDGIDEV) correspond au 
site de clivage de la PARP humaine (DEVD-G). Pour rappel, la PARP est clivee par la 
caspase-3 au cours de l'apoptose animale. Les auteurs ont ainsi remarque que l'activite de 
type caspase-3 augmentait regulierement suite a 1'induction de la MCP par le choc 
thermique. L'utilisation du peptide de synthese inhibe partiellement le clivage de la PARP 
endogene tandis que l'utilisation d'un peptide modifie (GDEVAGIDEV), ou le residu 
aspartate est remplace par une alanine, n'a aucune incidence sur le clivage de la PARP 
endogene. Ces resultats indiquent done clairement l'activation d'une protease de type 
caspase-3 pendant la MCP induite par le choc thermique. De meme, le clivage de la PARP 
endogene est empeche suite a l'utilisation d'un inhibiteur de la caspase-3 dans des 
protoplastes de tabac traites a la menadione (Sun et al, 1999) ou l'orge (Korthout et al, 
2000). D'ailleurs, la comparaison des sequences entre la PARP humaine avec celle de la 
plante A. thaliana a permis de montrer que cette derniere possede egalement un site de 
reconnaissance ressemblant a celui de la caspase 3 (Woltering et al, 2002). 
Enfin, comme mentionne dans la partie 1.5.1.3., l'utilisation de la proteine p35 du 
baculovirus, qui inhibe naturellement et specifiquement les caspases, permet egalement 
d'inhiber partiellement la MCP chez les plantes suite a une exposition aux UV-C (Danon et 
al., 2004) mais aussi au cours de la RH (Del Pozo et Lam, 2003). 
Les enzymes proteolytiques responsables des activites «caspase-like» sont 
vraisemblablement localisees dans la vacuole (Bonneau et al, 2008). En effet, la rupture de 
la vacuole represente un des faits marquant de la MCP chez les plantes (Jones, 2001; 
Hatsugai et al, 2006). 
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Jusqu'a present, ces methodes indirectes ont montre la presence d'activites « caspases-like » 
dans la plupart des cas de MCP (Watanabe et Lam., 2004; Sanmartin et al, 2005). Pourtant, 
l'analyse du genome d'especes sequencers comme A. thaliana n'a revele aucun homologue 
des caspases chez les plantes (Uren et al, 2000). L'analyse s'est done tournee vers des 
proteases differentes structurellement mais ayant des fonctions similaires. Parmi ces 
proteases dites « caspases-like » (Lam et del Pozo, 2000), les metacaspases, absentes des 
cellules animales, ont fait longtemps figure de favori (Uren et al, 2000; Woltering et al, 
2002; Sanmartin et al, 2005). 
Actuellement, neuf metacaspases ont ete identifiees dans le genome d'A thaliana. Celles-ci 
sont egalement retrouvees chez les champignons et les protozoaires et semblent presenter un 
, domaine proteolytique et une structure tertiaire comparable a ceux des caspases animales. 
Elles ont ete classees en deux groupes, selon qu'elles presentent (type I) ou non (type II), 
dans leur partie N-terminale, un domaine en doigt de zinc et une region riche en proline 
(Belengui et al, 2007). Chez A. thaliana, on compte trois metacaspases de type I et six de 
type II (Watanabe et Lam, 2004). 
La premiere demonstration du role de la metacaspase YCA1, presente chez la levure S. 
cerevisiae, dans la mort induite par un traitement avec le H2O2 (Madeo et al., 2002) laissait 
supposer que les metacaspases avaient reellement une fonction similaire aux caspases 
animales. En effet, le knock-out du gene codant pour la seule metacaspase presente chez la 
levure pouvait inhiber la mort induite par le H2O2 (Madeo et al, 2002). 
Recemment, le potentiel « caspase-like » de metacaspases recombinantes d'A thaliana a ete 
verifie. D'abord, celles-ci exercent leur activite proteolytique apres une arginine plutot 
qu'apres l'acide aspartique comme dans le cas des caspases animales (Vercammen et al, 
2004; Watanabe et Lam, 2005; Bozhkov et al, 2005). La sur-expression de certaines de ces 
metacaspases chez A. thaliana n'entraine aucun phenotype de mort (Vercammen et al, 2006; 
He et al, 2008). Ensuite, Putilisation d'inhibiteurs specifiques de caspases n'a eu aucun effet 
sur l'activite enzymatique des metacaspases etudiees (Bonneau et al, 2008). Enfin, elles sont 
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incapables de cliver des substrats de caspase (Bonneau et al, 2008). Les metacaspases ne 
sont done pas responsables des activites « caspase-like » decrites precedemment. 
Malgre ces resultats, les metacaspases, ou certaines d'entre elles, tout au moins, sont tout de 
merae impliquees dans la MCP. Ainsi, Texpression dans la levure S. cerevisiae des 
metacaspases AtMCPl et AtMCP2, presentes chez la plantes A. thaliana, entraine la mise en 
place d'une MCP qui presente les caracteristiques de l'apoptose (Watanabe et Lam, 2005). 
On a vu egalement que la metacaspase-8 d'A thaliana etait impliquee dans la MCP mise en 
place suite a une exposition aux UV-C (voir partie 1.5.1.3). D'autres etudes ont egalement 
montre 1'implication de certaines metacaspases dans la MCP chez les plantes (Hoeberichts et 
al, 2003; Suarez et ah, 2004; Van Baarlen et al., 2007; Richie et al, 2007). 
La recherche des proteines responsables des activites « caspase-like » se tourne done vers 
d'autres proteases vegetales. Parmi celles-ci, la VPE («Vacuolar Processing Enzyme») qui 
est une cysteine protease, ou encore la saspase qui appartient a une famille de serine 
proteases, interviennent toutes deux dans la MCP chez les plantes (Sanmartin et al, 2005; 
Bonneau et al, 2008; Williams et Dickman, 2008). Recemment, il a ete montre que la VPE 
(Hatsugai et al, 2004; Kuroyanagi et al, 2005; Nakaune et al, 2005) et la saspase (Coffeen 
et Wolpert, 2004) peuvent cliver des substrats de caspases mais aussi etre inhibees par 
certains inhibiteurs de caspases. Les experimentations se poursuivent done pour identifier les 
proteines responsables des activites « caspase-like » chez les plantes. 
A.5.4.2. Le clivage de la poly (ADP-ribose) polymerase 
Comme cela a ete decrit precedemment, le clivage de la PARP a lieu au cours de l'apoptose. 
Chez les vegetaux, il a egalement ete montre, dans certains cas, que le clivage de la PARP 
pouvait se produire au cours de la MCP (Sun et al, 1999; Tian et al, 2000; Thomas et 
Franklin-Tong, 2004). Celui-ci a par exemple ete observe dans des cellules de tabac dont la 
MCP a ete induite par un choc thermique (Tian et al, 2000). Le fragment de 89 kDa, obtenu 
apres clivage et detecte en utilisant un anticorps dirige contre la PARP animale, est observe 
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quatre heures apres traitement a la chaleur, tandis que la fragmentation de l'ADN apparait 20 
heures apres le traitement a la chaleur. D'autre part, quand les cellules sont traitees 
prealablement au choc thermique avec du 3-aminobenzamide ou du nicotinamide, qui sont 
des inhibiteurs specifiques de la PARP, la MCP est reduite de facon significative, comme le 
montre l'inhibition de la fragmentation de l'ADN, verifiee par le test TUNEL. La quantite de 
noyaux marques positivement est reduite de facon significative suggerant une repression de 
la MCP par ces inhibiteurs. Ceci a egalement ete montre par l'absence d'echelle de 
fragmentation sur gel d'agarose a la suite du traitement par ces inhibiteurs. Ces resultats 
suggerent done que, comme dans l'apoptose, l'activation puis le clivage de la PARP peuvent 
egalement intervenir dans la MCP vegetale. 
A.5.4.3. Le relachement du cytochrome c 
On a vu precedemment que la mitochondrie et notamment le cyt c avaient un role central 
dans la cascade de signalisation menant a l'activation des caspases au cours de l'apoptose 
animale. Comme chez les animaux, la mitochondrie joue d'abord un role essentiel en tant que 
pourvoyeur de ROS au cours de la MCP vegetale (Yao et al, 2004). La presence d'activites 
«caspase-like» chez les plantes suggere egalement la possibilite d'un mecanisme 
d'activation similaire, passant eventuellement par un relachement dans le cytoplasme du cyt 
c par la mitochondrie. 
Afin de verifier cette hypothese, une premiere etude a ete menee sur des cotyledons de 
concombre ayant subi un choc thermique afin d'induire la MCP (Balk et al, 1999). 
L'analyse subsequente, de type Western, a revele que la mitochondrie commencait a relacher 
le cyt c dans le cytoplasme au cours des 10 premieres minutes suivant le traitement a la 
chaleur. Apres trois heures, celui-ci n'etait plus detectable au niveau de la mitochondrie. La 
sortie du cyt c se fait tres tot et prealablement a l'apparition de la fragmentation de l'ADN. 
A la suite de cette premiere etude, le relachement du cyt c a pu etre observe a quelques 
reprises au cours de la MCP. Par exemple, celui-ci se produit dans des cellules de mai's suite 
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a une induction au D-mannose (Stein et Hansen, 1999), dans des protoplastes de tabac traites 
a la menadione (Sun et al, 1999), dans des cellules d'A thaliana ayant subi un choc 
thermique (Balk et al, 2003) ou traitees ave la harpine, un eliciteur produit par P. syringae 
(Krause et Dumer, 2004) ou encore dans des cellules de tabac a la suite d'un choc thermique 
(Vacca et al, 2006). Dans ce dernier cas, le relachement du cyt c dans le cytoplasme est 
accompagne d'une production de ROS par la mitochondrie. Les ROS paraissent meme requis 
pour le relachement du cyt c, mais il semble egalement en dependre, de meme que 
l'activation subsequente de proteases a activite « caspase-like » (Vacca et al, 2006). Comme 
dans le cas de l'apoptose chez les animaux, le relachement du cyt c chez les vegetaux est un 
mecanisme precoce au cours de la MCP. Ce mecanisme present chez les vegetaux comme 
chez les animaux suggere que la voie de signalisation faisant intervenir le cyt c est conservee 
au cours de revolution. En depit de ces differentes observations, aucune preuve concrete 
d'un role central du cyt c dans la MCP vegetale n'a ete apportee jusqu'a present, notamment 
a travers l'activation directe de proteases de type « caspase-like ». 
A.5.4.4. Expression de facteurs animaux anti et pro-apoptotiques 
L'expression de proteines anti-apoptotiques, presentes naturellement chez les animaux tels 
que Bcl-2 ou Bcl-xL a permis de montrer qu'ils etaient egalement capables d'inhiber la MCP 
dans les plantes. Par exemple, l'expression constitutive du gene Bcl-xL dans des plants de 
tabac a permis d'inhiber la MCP mise en place suite a une exposition aux UV-B ou au MV 
mais aussi suite a la RH decoulant d'une infection avec le TMV (Mitsuhara et al, 1999). 
Cette suppression de la MCP varie en fonction de la quantite de proteine Bcl-xL exprimee 
dans le tabac. L'expression de Bcl-2 ou Bcl-xL dans des plantes de tabac leur confere 
egalement une plus grande resistance contre plusieurs agents pathogenes necrotrophes 
comme S. sclerotiorum et B. cinerea (Dickman et al, 2001) mais aussi contre plusieurs stress 
abiotiques comme le stress hydrique, la chaleur, le froid, la menadione ou le H2O2 (Awada et 
al, 2003; Li et Dickman, 2004). Au contraire, le type sauvage, non transforme, presente 
certaines des caracteristiques de la MCP comme la fragmentation de 1'ADN en reponse a ces 
differents stress (Li et Dickman, 2004). De la meme facon, l'expression du gene Bcl-xL dans 
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des plantes de tomates les rend plus resistantes a une souche particuliere du CMV (virus de la 
mosaique du concombre) a laquelle ils sont habituellement tres sensibles (Xu et al, 2004). 
Cette resistance est egalement correlee au niveau d'expression du gene Bcl-xL (Xu et al, 
2004). 
II est important de mentionner que ces proteines anti-apoptotiques se retrouvent localisees 
dans les mitochondries des plantes transformees, comme dans le cas des cellules animales 
mais aussi, au niveau de la membrane des chloroplastes (Chen et Dickman, 2004). Afin 
d'evaluer si la localisation chloroplastique pouvait avoir une signification biologique, les 
auteurs de cette etude ont utilise differents herbicides ciblant specifiquement les 
chloroplastes dont le MV, qui induit la mort des cellules par MCP en favorisant 
l'accumulation de ROS dont le H2O2. Les plantes de type sauvage, non transformees avec les 
genes anti-apoptotiques, se revelent extremement sensibles aux herbicides utilises. Ces 
derniers entrainent la mise en place d'une mort, dependante de la lumiere, et qui presentent 
les caracteristiques d'une MCP, alors que les plantes transformees avec les genes anti-
apoptotiques Bcl-2 ou Bcl-xL se revelent resistantes aux herbicides, lesquels n' entrainent ni 
l'accumulation de ROS, ni la fragmentation de l'ADN (Chen et Dickman, 2004). II a deja ete 
montre au cours de precedentes etudes que 1'expression des genes Bcl-2 et Bcl-xL permettait 
aux cellules animales d'etre plus tolerantes au stress oxydatif (Hockenbery et al, 1993). De 
meme, leur expression dans la levure rendait celles-ci resistantes a des taux normalement 
letaux de H2O2 (Chen et al, 2003). Ces resultats, tout en montrant la fonctionnalite chez les 
plantes de proteines impliquees dans l'apoptose, mettent en lumiere une fois encore 
l'eventuelle implication des chloroplastes au cours de la MCP vegetale. 
A l'oppose, l'expression transitoire du facteur pro-apoptotique Bax dans des feuilles de tabac 
induit une mort rapide et localisee au point d'introduction, ceci alors que la plante ne 
possede, a priori, aucun equivalent des caspases ou des membres de la famille Bcl-2 
(Lacomme et Santa Cruz, 1999). C'est le cas egalement lorsque la proteine Bax est exprimee 
chez la levure S. cerevisiae, laquelle ne possede pas non plus ni caspases, ni membre de la 
famille Bcl-2 (Zha et al, 1996). Elle s'accompagne des caracteristiques de l'apoptose comme 
37 
la condensation de la chromatine, la fragmentation de l'ADN, le relachement du cyt c et 
l'externalisation de la phosphatidylserine a la surface de la membrane cytoplasmique (Zha et 
ah, 1996; Ligr et ah, 1998). Cette MCP peut etre inhibee par la co-expression de facteurs 
anti-apoptotiques (Greenhalf et ah, 1996; Tao et ah, 1997; Xu et Reed, 1998). De meme, 
1'expression de la proteine Bax sous controle d'un promoteur inductible chez la plante A. 
thaliana entraine la mort de cette derniere (Figure 9) qui presente les caracteristiques 
habituelles de la MCP notamment la fragmentation de l'ADN et une destruction de la 
membrane plasmique (Kawai-Yamada et ah, 2001). Ces etudes in planta ont montre que 
!' expression de Bax par les plantes induisait une MCP similaire a la reponse hypersensible 
(Lacomme et Santa Cruz, 1999; Kawai-Yamada et ah, 2001). Une fusion avec la GFP 
(«Green Fluorescent Protein») a revele que la proteine Bax etait localisee au niveau de la 
mitochondrie de la cellule vegetale a l'instar des cellules animales (Lacomme et Cruz, 1999; 
Kawai-Yamada et ah, 2001; Baek et ah, 2004). De meme, Bax cible specifiquement la 
mitochondrie lorsqu'elle est exprimee dans la levure (Zha et ah, 1996) et entraine, comme 
chez les animaux, le relachement du cyt c (Manon et ah, 1997) et la production de ROS 
(Madeo et ah, 1999). L'expression de la proteine Bax chez A. thaliana semble agir egalement 
en perturbant la membrane mitochondriale et favorise 1'accumulation de ROS generes par la 
mitochondrie (Baek et ah, 2004). L'utilisation du NAC (N-acetyl-L-cysteine) qui est un 
puissant antioxydant empeche la production de ROS et permet d'inhiber partiellement la 
mort, indiquant qu'ils pourraient jouer le role de second messager afin de permettre la mise 
en place de la mort (Baek et ah, 2004). II est important de mentionner qu'aucune etude ne 
fait mention d'une sortie du cyt c. 
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Figure 9. Phenotype d'une feuille d'A thaliana suite a l'expression du gene Bax. Tire de 
Kawai-Yamada e^  al., 2001. 
Mentionnons enfin que la capacite de la proteine Bax a induire la MCP chez la levure a ete 
utilisee afin d'identifier le role d'autres genes, cette fois impliques dans la survie chez les 
plantes comme Bax inhibitor-1 (Kawai-Yamada et al, 2001; Huckelhoven et al, 2003). 
A.5.4.5. Les homologues de genes animaux identities chez les plantes 
Jusqu'a present, aucun homologue de genes animaux impliques de facon directe dans 
l'apoptose comme ceux codant pour les caspases ou les proteines de la famille Bcl-2 n'ont pu 
etre identifies chez les plantes, probablement en raison de faibles homologies de sequences 
existant entre ce type de genes. Par contre, d'autres genes intervenant a des niveaux divers de 
l'apoptose animale ont ete retrouves chez les vegetaux. C'est le cas, entre autres, des genes 
AtBI-1 (Kawai-Yamada et al, 1999; Sanchez et al, 2000) et AtDAD-1 (Gallois et al, 1997). 
Leurs roles ne sont pas clairement identifies au sein des mecanismes regissant la MCP 
vegetale mais. leur presence comme dans les cellules animales prefigure une certaine 
conservation des mecanismes dans les deux regnes. 
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A.5.4.5.1. Le gene AtBI-1 
A l'origine, la decouverte du gene BI-1 et de sa capacite a reprimer l'apoptose induite par 
Bax a ete faite chez l'Homme, a la suite d'un crible qui consistait a transformer la levure S. 
cerevisiae exprimant le gene Bax sous controle d'un promoteur inductible, avec une banque 
d'ADNc humains afin d'identifier d'eventuelles proteines anti-apoptotiques (Xu et Reed, 
1998). Le gene identifie, BI-1, presentait alors la capacite de reprimer la mort induite par Bax 
dans la levure. La capacite de la proteine BI-1 a inhiber l'apoptose avait egalement ete 
confirmee dans des cellules de fibroblastes humains suite a l'expression transitoire de Bax, 
mais egalement en reponse a divers inducteurs de l'apoptose comme l'etoposide (inhibiteur 
de la topoisomerase II) ou la staurosporine (Xu et Reed, 1998). La proteine BI-1 n'interagit 
pas directement avec Bax mais est capable d'interagir in vivo avec les proteines Bcl-2 et Bcl-
xL via leur domaine BH4 (Xu et Reed, 1998). 
Chez les plantes, le gene BI-1 a ete isole et identifie pour la premiere fois par deux equipes a 
partir d'A thaliana {AtBI-1) et du riz Oryza sativa (OsBI-1) (Kawai-Yamada et al, 1999; 
Sanchez et al, 2000) et presente une forte homologie de sequence et de structure avec la 
proteine animale (Figure 10). Par la suite, un certain nombre d'homologues du gene BI-1 ont 
ete clones chez d'autres especes vegetales comme le colza et le tabac (Bolduc et al, 2003), la 
tomate (Chae et al, 2003), l'orge (Huckelhoven et al, 2003) ou encore le piment (Isbat et 
al, 2009). Comme son homologue animal, le gene AtBI-1 a la capacite de reprimer la mort 
induite par le gene Bax dans des levures l'exprimant sous controle d'un promoteur inductible 
(Kawai-Yamada et al, 1999; Sanchez et al, 2000), mais aussi la MCP mise en place chez les 
levures en reponse au stress oxydatif et a la chaleur (Chae et al, 2003). 
A la suite de la decouverte de ce regulateur negatif de la MCP, la fonction du gene a ete 
analysee in planta en utilisant le gene Bax comme inducteur. En effet, l'expression du gene 
Bax chez A. thaliana entraine la mort des plantes, laquelle presente les caracteristiques 
habituelles de la MCP. Lorsque ces plantes sur-expriment le gene AtBI-1, la mise en place de 
la MCP par Bax se retrouve inhibee, malgre le fait que Bax ne soit pas present naturellement 
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chez les vegetaux (Kawai-Yamada et al, 2001). Dans les cellules animales comme vegetales, 
Bax entraine une accumulation importante de ROS mais celle-ci n'est pas affectee par la co-
expression du gene AtBI-1, suggerant que celui-ci reprime l'effet de Bax en aval de la 
production de ROS (Kawai-Yamada et al, 2004). Ces resultats viennent soutenir l'idee que 
le gene AtBI-1 fonctionne comme un inhibiteur de la mort cellulaire induite par le gene Bax 
et vient confirmer la theorie selon laquelle certains mecanismes de la MCP ont ete conserves 
a travers revolution. 
La sur-expression du gene AtBI-1 permet egalement d'inhiber la MCP induite par le H2O2 ou 
l'AS dans des cellules de tabac (Kawai-Yamada et al, 2004) et la mort mise en place a la 
suite d'une exposition aux UV-C dans des protoplastes d'A. thaliana (Danon et al, 2004). De 
meme, la sur-expression de BI-1 dans le tabac inhibe la MCP induite par la chaleur et le froid 
(Watanabe et Lam, 2006) et augmente la tolerance aux stress hydriques et aux fortes salinites 
(Isbat et al, 2009). De facon generate, la sur-expression du gene BI-1 accroit la tolerance a 
l'egard de nombreux stress abiotiques, susceptibles d'entrainer une mise en place de la MCP. 
A l'inverse, des cellules de tabac qui sous-expriment le gene endogene NtBI-1 a l'aide d'un 
ARNm anti-sens presentent une mise en place precoce de la MCP suite a une privation en 
source de carbone (Bolduc et Brisson, 2002) tandis que des mutants d'insertion d'A. thaliana 
qui expriment peu ou pas du tout le gene AtBI-1 sont plus sensibles a la chaleur (Watanabe et 
Lam, 2006). BI-1 apparait done comme un intervenant de la MCP, sa particularite etant qu'il 
est present a la fois chez les animaux et chez les plantes. 
Le role du gene AtBI-1 a egalement ete evalue dans la MCP mise en place au cours de la RH. 
La sur-expression de ce gene est en effet capable de reprimer la mort mise en place dans des 
cellules de riz suite a l'utilisation d'un eliciteur produit par le champignon necrotrophe 
Magnaporthe grisea (Matsumura et al, 2003). A l'inverse, des mutants d'insertion d'A 
thaliana pour le gene AtBI-1 (knock-out) presentent une MCP plus rapide lorsqu'ils sont 
infiltres avec la fumonisine Bl, une toxine produite par le champignon necrotrophe Fusarium 
moniliforme et qui est capable seule d'induire la MCP chez les plantes (Stone et al, 2000; 
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Asai et al, 2000). A l'oppose, le champignon biotrophe Blumeria graminis f.sp. hordei, qui 
est responsable du mildiou chez l'orge (Hordeum vulgare), se retrouve favorise dans son 
developpement lorsque le gene BI-1 est sur-exprime chez la plante hote (Huckelhoven et al, 
2003). Dans ce cas precis, la sur-expression du gene BI-1, qui inhibe la mise en place de la 
MCP, avantage le champignon B. graminis car celui-ci a besoin de tissus vivants pour 
pouvoir se developper, a l'inverse des champignons necrotrophes. 
Paradoxalement, une etude menee chez les animaux a montre que 1'expression du gene AtBl-
1 d'A thaliana dans des cellules de fibrosarcome humain etait capables d'induire Papoptose 
(Yu et al, 2002). Les auteurs, anticipant par avance l'idee que la proteine AtBI-1 pourrait 
prevenir la mort induite par Bax n'ont en fait observe aucune protection quand les deux 
genes sont co-transfectes. De plus, la seule transfection du gene AtBI-1 est suffisante pour 
induire l'apoptose. Cette mort peut etre reprimee par co-transfection du gene AtBI-1 avec le 
gene BI-1, Bcl-2 ou X-IAP («X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein»), qui est capable 
d'inhiber les caspases (Deveraux et al, 1997), suggerant ainsi que le gene AtBI-1 pourrait 
induire l'apoptose via une voie de signalisation dependante des caspases (Yu et al, 2002). 
Ces observations surprenantes ont amene les auteurs a emettre Fhypothese que Taction pro-
apoptotique de la proteine AtBI-1 dans les cellules de fibrosarcome humain pourrait 
s'expliquer par le fait qu'elle pourrait interagir avec la proteine BI-1 endogene ou une de ses 
cibles, empechant alors son bon fonctionnement, ce qui conduirait a la mise en place de la 
mort cellulaire. Ces resultats ont par la suite ete contredit au cours d'une nouvelle etude 
decrivant le clonage et la caracterisation de deux homologues de BI-1 chez le colza (BnBI-1) 
et le tabac (NtBI-1) et qui montrait entre autres que ces derniers etaient capables de reprimer 
la mort mise en place par Bax dans des cellules embryonnaires humaines (Bolduc et al, 
2003). Toutefois, les auteurs de l'article ne remettent pas en cause la precedente etude et 
suggerent meme que BI-1 pourrait induire la MCP. 
Des analyses d'immunolocalisation et de fusion avec la GFP ont montre que BI-1 etait 
majoritairement localise au niveau du RE des cellules vegetales et animales (Xu et Reed, 
1998; Kawai-Yamada et al, 2001; Bolduc et al, 2003). Elle fait environ 25 kDa et sa 
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structure predite est constitute de 7 domaines transmembranaires (Figure 10) (Watanabe et 
Lam, 2004, 2009). En 2008, Watanabe et Lam ont montre que la proteine AtBI-1 etait un 
important regulateur de la MCP occasionnee par les stress au niveau du RE. Ce dernier est 
essentiel a la cellule car il est responsable de la synthese des proteines et des modifications 
post-traductionnelles comme la N-glycosylation. Lorsque ce processus devient non-
fonctionnel (accumulation de proteines immatures), cela occasionne un stress au niveau du 
RE qui est pris en charge par des mecanismes cellulaires d'adaptation au stress appeles UPR 
(«Unfolded Protein Response») charges de «relancer la machine». En cas d'echec, la cellule 
va declencher la MCP (Boyce et Yuan, 2006). Notons que chez les animaux, BI-1 est capable 
d'interagir avec IREl-a («Inositol Requiring Enzyme l-a»), un detecteur de stress qui 
controle les UPR (Lisbona et al, 2009). Ainsi, le traitement de plantes d'A. thaliana avec la 
tunicamycine, qui inhibe specifiquement la N-glycosylation des proteines, induisant ainsi des 
dysfonctionnements au niveau du RE par 1'accumulation de proteines immatures (Patil et 
Walter, 2001; Chae et al, 2004), entraine la mise en place d'une MCP, laquelle est 
caracterisee par une forte production de ROS, la condensation de la chromatine et la 
fragmentation de l'ADN. Maintenant, lorsque les plantes sur-expriment le gene AtBI-1, elles 
deviennent plus resistantes au stress occasionnes au niveau du RE et limitent 1'accumulation 
de ROS tandis que des mutants exprimant peu ou pas le gene AtBI-1 presentent une 
hypersensibilite" a la tunicamycine, une accumulation accrue de ROS au niveau du RE ainsi 
qu'une MCP plus importante (Watanabe et Lam, 2008). II a ete montre chez les animaux que 
BI-1 regulait 1'accumulation de ROS au niveau du RE a travers son interaction avec la 
proteine NPR (NADPH-dependante cytochrome P450 Reductase) et le cytochrome P450 2E1 
(Kim et al, 2009). Ces resultats viennent confirmer des resultats similaires obtenus dans des 
cellules de souris qui montrent que BI-1 reprime specifiquement une voie de l'apoptose 
partant du RE (Chae et al, 2004). Dans ce dernier cas, des cellules de souris qui n'expriment 
plus le gene BI-1 presentent une apoptose plus marquee quand elles sont traitees avec des 
agents ciblant specifiquement le RE comme la tunicamycine ou la thapsigargine qui inhibent 
specifiquement des pompes a ions Ca2+, ce qui a pour effet d'induire la MCP (Berridge et al, 
2000). La sur-expression du gene BI-1 dans les cellules de souris va au contraire inhiber 
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l'apoptose normalement mise en place a la suite de ces stress. Par contre, ces cellules qui 
n'expriment plus le gene BI-1 ne sont pas plus sensibles a certains agents ciblant plus 
specifiquement les voies extrinseques et intrinseques de l'apoptose (Chae et al, 2004) alors 
que la sur-expression du gene BI-1 est capable de les reprimer. 
Figure 10. Structure predite des proteines BI-1 humaines et vegetales dans la 
membrane du RE. Tire de Watanabe et Lam, 2009. 
Le fait que la proteine BI-1 animale et ses homologues vegetaux soient localises dans le RE 
souleve la question sur la facon dont celle-ci est capable d'inhiber la mort induite par la 
proteine Bax dont la localisation est cytosolique a l'etat inactif puis mitochondriale une fois 
active^. Le mode d'action de BI-1 est encore meconnu mais il semble que le RE et la 
mitochondrie « communiquent» via certains signaux pendant l'apoptose (Rizzuto et al, 
1998; Hacki et al, 2000) et que les stress au niveau du RE puissent entrainer l'activation de 
Bax et sa translocation au niveau de la mitochondrie afin de mettre en place l'apoptose chez 
les animaux (Scorrano et al, 2003). Des etudes recentes ont montre que BI-1 pouvait reguler 
la quantite de Ca2+ liberee par le RE chez les animaux (Chae et al, 2004; Xu et al, 2008) et 
les plantes (Ihara-Ohori et al, 2007). La sur-expression de BI-1 induirait une diminution de 
la quantite de Ca2+ disponible dans le RE (Chae et al, 2004; Westphalen et al, 2005) et une 
diminution du Ca2+ relache par le RE suite a un traitement avec la thapsigargine (Kim et al., 
2008). Or, le Ca2+ joue en effet un role important dans la signalisation cellulaire et son 
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implication dans l'apoptose (Lam et ah, 1994; Pinton et ah, 2001; Orrenius et ah, 2003; 
Giorgi et ah, 2008) et dans la MCP vegetale (Lecourieux et ah, 2002; Bolduc et ah, 2007; 
Errakhi et ah, 2008) a deja ete mise en evidence. La proteine AtBI-1 se revele egalement 
incapable de reprimer la mort induite par la proteine Bax dans des souches de levure mutees 
pour les genes Pmrl (Antebi et Fink, 1992) et Spfl (Cronin et ah, 2002) qui codent pour des 
pompes a Ca2+ (Ihara-Ohori et ah, 2007). BI-1 apparait done comme un regulateur des 
pompes a Ca2+ au niveau du RE. D'apres une etude recente, cette regulation apparait etre 
dependante du pH (Kim et ah, 2008) et, fait nouveau, la sur-expression de la proteine BI-1 
serait meme capable, en conditions de pH acide, de promouvoir la MCP et d'amplifier celle 
induite par Bax dans des cellules humaines de fibrosarcome (Kim et ah, 2008). 
L'acidification du cytosol a lieu au cours de l'apoptose (Matsuyama et Reed, 2000). La sur-
expression de BI-1 en conditions de pH acide amplifie la translocation de Bax du cytosol a la 
mitochondrie ainsi que le relachement du cyt c dans le cytosol (Kim et ah, 2008). Ces 
resultats pourraient done expliquer ceux obtenus par Yue et ah (2002) et faire de BI-1 une 
proteine unique qui pourrait promouvoir ou inhiber la MCP selon les conditions. 
Des series de deletion ainsi que la substitution d'acides amines dans la region C-terminale de 
la proteine BI-1 qui est localisee du cote cytoplasmique du RE (Bolduc et ah, 2003) a montre 
que cette extremite est importante pour sa fonction au cours de la MCP chez les plantes 
(Kawai-Yamada et ah, 2004). La deletion de la partie C-terminale, sur une region de 14 
acides amines, entraine l'incapacite de la proteine BI-1 a inhiber la mort induite par Bax dans 
la levure et les plantes (Chae et ah, 2003; Kawai-Yamada et ah, 2004) ou celle induite par le 
H2O2 et l'AS (Kawai-Yamada et ah, 2004). Des fusions de la partie C-terminale avec la GFP 
montrent que la non-fonctionnalite de la proteine tronquee n'est pas liee a une absence de 
localisation au niveau du RE (Kawai-Yamada et ah, 2004). La partie C-terminale de la 
proteine AtBI-1, essentielle a sa fonction dans la MCP peut interagir avec la proteine CaM 
(calmoduline) dans la levure et les plantes (Ihara-Ohori et ah, 2007). Or, la CaM peut 
s'associer avec les ions Ca2+, pour former un complexe qui va aller interagir avec d'autres 
proteines comme par exemple des enzymes impliquees dans le stress oxydatif (Yang et 
Poovaiah, 2002), des proteines impliquees dans la defense et la mise en place de la RH (Kim 
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et al, 2002) ou pour reguler le niveau d'AS au cours des interactions plante-pathogene (Du 
et al, 2009). 
La presence du gene AtBI-1 n'est pas indispensable a la croissance et au developpement des 
plantes en conditions normales puisque l'absence du gene n'entraine aucun phenotype 
particulier (Watanabe et Lam, 2006). II semble en fait jouer un role essentiellement dans la 
survie cellulaire notamment dans des conditions de stress pouvant conduire a la MCP. De 
facon generate, l'expression du gene AtBI-1 et des ses homologues vegetaux est induite au 
cours de la senescence (Bolduc et al, 2003), en reponse a des hormones comme l'AS 
(Kawai-Yamada et al, 2004) ou les cytokinines (Bolduc et al, 2007) et en reponse aux 
nombreux stress biotiques (Sanchez et al, 2000; Huckelhoven et al, 2003; Matsumura et al, 
2003; Eichmann et al, 2004) et abiotiques (Kawai-Yamada et al, 2004; Watanabe et Lam, 
2006; Isbat et al, 2009) discutes precedemment et qui peuvent aboutir a la mise en place de 
la MCP. L'induction de ce gene au cours des situations de stress viserait done possiblement a 
assurer une protection basale contre la MCP induite par la plupart de ces stress afin de la 
controler. A la lumiere de ces differents resultats, le modele suivant a ete propose pour 
expliquer le fonctionnement de BI au cours de la MCP (Figure 11). 
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Figure 11. Modele hypothetique du fonctionnement de la proteine BI-1 au cours de la 
MCP vegetale. A la suite d'un stress induit, par exemple, par une dose non letale de 
tunicamycine, les genes UPR vont etre exprimes pour retablir l'homeostasie au niveau du 
RE. Au raeme moment, l'expression de BI-1 pourrait egalement etre induite par certains 
facteurs de transcription comme bZIP60 presents dans le RE et connus pour etre impliques 
dans les reponses au stress (Iwata et ah, 2008) afin de favoriser la survie cellulaire. 
Inversement, BI-1 pourrait controler l'activite des genes UPR via son interaction avec IRE1-
a. La CaM pourrait egalement interagir avec BI-1 afin de moduler son activite, liee au 
controle du Ca2+, ou a son interaction avec le complexe proteique forme par CB5 
(cytochrome b5) et FAH («Fatty Acid Hydroxylase))), qui interviennent dans la modification 
des lipides (Nagano et ah, 2009). La proteine BI-1 pourrait egalement limiter 1'accumulation 
de ROS au niveau du RE via les proteines NPR et P450 2E1. A travers ces mecanismes, BI-1 
tenterait de limiter le stress subi au niveau du RE mais egalement de contenir la MCP. Dans 
le cas ou le stress subi serait trop important, la cellule mettrait alors en place la MCP afin de 
proteger Forganisme. Adapte de Watanabe et Lam, 2009. 
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A.5.4.5.2. Le gene AtDAD-1 
Le gene AtDAD-1 a ete isole a la suite d'un crible realise sur une banque d'ADNc d'A 
thaliana (Gallois et al, 1997). La sequence proteique deduite de la sequence nucleotidique 
presente une homologie relative de 49% avec la proteine DAD-1 (defender against apoptotic 
death-1) de hamster. Celle-ci a ete identified au cours de recherches realisees sur des lignees 
cellulaires mutantes de hamster (tsBN7) sensibles aux changements de temperature 
(Nakashima et al, 1993). Contrairement aux cellules du type sauvage, les cellules tsBN7 
entrent en apoptose lorsqu'elles sont transferees a une temperature de 39,5 °C. Cette 
sensibilite est due a la presence d'une mutation dans le gene DAD-1. La transfection des 
cellules tsBN7 avec le gene AtDAD-1 d'A. thaliana les empeche d'entrer en apoptose, ce qui 
indique que la proteine AtDAD-1 est capable de restaurer l'activite qui avait ete perdue. Ces 
resultats montrent que la proteine AtDAD-1 fonctionne de facon similaire a la proteine 
DAD-1 du hamster. Malgre la faible homologie de sequence avec la proteine de hamster, la 
proteine AtDAD-1 est capable de se substituer a la proteine animale et de supprimer 
l'apoptose dans la lignee tsBN7. De plus, l'expression transitoire du gene AtDAD-1 dans des 
prOtoplastes de tabac inhibe la fragmentation de l'ADN et la MCP suite a un traitement aux 
UV-C (Danon et al, 2004). Ces differents resultats indiquent que la fonction « anti-MCP » 
de cette proteine est conservee entre les regnes animaux et vegetaux. 
D'autres homologues de DAD-1 ont egalement ete isoles par la suite, notamment a partir du 
riz (Tanaka et al, 1997), du pois (Orzaez et Granell, 1997b) ou encore du glaieul (Yamada et 
al, 2004). Comme pour le gene isole a partir d'A. thaliana, l'expression de la proteine DAD-
1 issue du riz dans la lignee cellulaire mutante tsBN7 de hamster complemente la proteine 
endogene et empeche l'entree en apoptose (Tanaka et al, 1997). Dans le cas des genes isoles 
a partir du pois et du glaieul, il est interessant de remarquer que les transcrits du gene DAD-1 
diminuent de facon importante pendant la senescence des petales, ceci prealablement a la 
MCP (Orzaez et Granell, 1997b; Yamada et al, 2004). 
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La proteine AtDAD-1 ainsi que son homologue animale sont localises dans la membrane du 
RE (Makishima et ah, 1997; Danon et ah, 2004). C'est une sous-unite servant d'ancrage au 
complexe oligosaccharyl transferase qui est implique dans la glycosylation (Kelleher et 
Gilmore, 1997). DAD-1 n'est done pas, a priori, directement implique dans la MCP mais 
pourrait Pattenuer tout comme la proteine AtBI-1 en limitant les stress subits au niveau du 
RE. 
Mentionnons, pour conclure cette partie, que les genes AtBI-1 et AtDAD-1 ne sont pas les 
seuls homologues de genes animaux a avoir ete identifies chez les plantes. On citera par 
exemple, la famille des proteines BAG («Bcl-2-Associated Athanogene») identifiee 
recemment chez A. thaliana (Doukhanina et ah, 2006). Chez les animaux, les proteines 
BAG, au nombre de six, interviennent dans differents processus biologiques dont l'apoptose 
au cours de laquelle elles sont capables d'interagir avec la proteine Bcl-2 afin de favoriser, en 
synergie, la survie cellulaire (Takayama et ah, 1995; Kabbage et Dickman, 2008). Chez la 
plante A. thaliana, les sept proteines AtB AG qui composent cette famille ont ete decouvertes 
recemment (Figure 12) et partagent une tres faible homologie de sequence avec les proteines 
BAG animales. Par contre, a l'instar des proteines BAG animales, elles possedent un 
domaine BD («BAG Domain») conserve en C-terminal et retrouve uniquement dans cette 
famille (Doukhanina et ah, 2006). Le role de ces proteines a commence a etre evalue chez les 
plantes. Ainsi, AtBAG4 est, par exemple, capable de promouvoir la survie cellulaire. En 
effet, des plantes d'A. thaliana sur-exprimant ce gene presentent une plus grande resistance 
en reponse aux UV-B, tandis que son expression dans des plantes de tabac rendent celles-ci 
plus tolerantes a differents stress pouvant entrainer la MCP comme le H2O2, le MV, le froid 
ou encore les stress salins (Doukhanina et ah, 2006). Un autre membre de la famille, 
AtBAG6, est paradoxalement capable d'induire la MCP lorsqu'il est sur-exprime chez les 
plantes ou la levure (Kang et ah, 2006). Comme AtBI-1, la proteine AtBAG6 est induite en 
reponse a l'AS, au H2O2 et suite a un choc thermique et peut egalement interagir avec la 
calmoduline (Kang et ah, 2006). 
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Figure 12. Structure des proteines BAG chez A. thaliana. Tire de Doukhanina et al., 2006. 
A.5.5. Cdf-1, ou l'equivalent de Bax chez les plantes ? 
Le gene Cdf-1 {cell growth defect factor-i) a ete isole a partir d'une banque d'ADNc d'A. 
thaliana, a la suite a d'un crible effectue dans la levure S. cerevisiae exprimant le gene AtBI-
1 sous controle du promoteur inductible GAL1 (Kawai-Yamada et al, 2005). A l'instar de 
Bax, le gene Cdf-1 est capable d'induite la MCP lorsqu'il est exprime dans la levure. Cette 
mort peut alors etre inhibee par la co-expression du gene AtBI-1. 
Dans la levure, la proteine Cdf-1 induit une forte production de ROS et se retrouve localisee 
au niveau de la mitochondrie. Celle-ci presente des changements morphologiques et une 
diminution de son potentiel membranaire semblables a ceux observes lorsque la proteine Bax 
est presente (Kawai-Yamada et al, 2005). 
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Ces resultats laissent supposer que le gene Cdf-1 fonctionnerait d'une maniere similaire a 
celle de Bax dans la levure, suggerant que ce gene pourrait avoir des fonctions equivalente 
chez les plantes. Pour le moment, aucune etude n'est venue confirmer cette hypothese. 
A.5.6. Les mutants connus de la MCP 
Differents mutants de la MCP presentant un dysfonctionnement dans l'execution du 
programme de mort, ont ete identifies, notamment chez la plante A. thaliana. La majorite de 
ces cas presente un phenotype qui s'apparente a une reponse de type hyper sensible (Dangl et 
al, 1996; Greenberg, 1997). Parmi ces mutants, les cas les plus interessants sont representee 
par les mutants appeles « lesion mimic » (Mittler et Rizhsky, 2000). Ces mutants presentent 
un phenotype particulier marque par 1'apparition spontanee de lesions foliaires typiques de la 
RH. La formation de ces lesions n'est pas causee par une mort de type necrose liee a la 
mutation ou au produit d'un transgene mais resulte bien de l'activation d'un programme de 
mort cellulaire. Dans la.plupart des cas, l'activation de cette mort cellulaire s'accompagne 
par une induction des mecanismes de defense de la plante. Les mutants « lesion mimic » ont 
ete isoles a partir de plusieurs especes et en particulier A. thaliana. lis ont ete classes en deux 
groupes, les mutants Isd («lesion simulating disease») et les mutants acd («accelerated cell 
death») (Mittler et Rizhsky, 2000). 
Dans tous les cas, ces mutants presentent un phenotype associe a une reponse de type RH. La 
difference notable entre ces deux groupes tient a l'ampleur que peut prendre la lesion 
observee. Dans le cas des mutants Isd, les lesions sont souvent de taille limitee et ne 
conduisent pas a la mort du tissu vegetal tandis que dans le cas des mutants acd, les lesions 
qui se forment spontanement ou a la suite d'une interaction avec un agent pathogene peuvent 
s'etendre sans aucune limite a l'ensemble de la plante, conduisant a sa mort. 
Parmi les mutants Isd, le mutant Isdl d'A. thaliana presente une mutation recessive au niveau 
du gene Isdl. Ce dernier code pour une proteine en doigt de zinc et agit comme un facteur de 
transcription qui regule negativement la mort cellulaire de type hypersensible (Dietrich et al., 
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1997; Aviv et al, 2002; Rusterucci et al, 2001). Chez les animaux, ce type de facteurs de 
transcription intervient dans le controle de l'activite des caspases en reponse a differents 
stress environnementaux (Uren et al, 2000; Miihlenbock et al, 2007, 2008). Les lesions qui 
apparaissent spontanement s'etendent rapidement a 1'ensemble de la feuille a la suite d'une 
interaction avec un agent pathogene avirulent. Par contre, le mutant Isdl est plus resistant aux 
agents pathogenes virulents, suggerant egalement un role du gene Isdl dans la regulation 
negative de la defense basale. La formation des lesions peut egalement etre induite apres 
exposition a une forte lumiere (Dietrich et al, 1997). A la lumiere, elle est induite a une 
longueur d'onde de 680 nm et non 700 nm, ce qui implique un role du photosysteme II 
(Mateo et al, 2004). De plus, la MCP qui est mise en place dans ce mutant est dependante de 
la production de ROS, notamment YO{ (Jabs et al, 1996; Senda et Ogawa, 2004). 
L'utilisation d'AS ou d'analogues comme le benzothiodiazole (BTH) induit la production de 
ROS et exacerbe le phenotype de MCP observe (Figure 13) (Dietrich et al, 1994, 1997; 
Kliebenstein et al, 1999; Rusterucci et al, 2001). La fonction precise de la proteine Isdl 
n'est pas encore clairement etablie mais elle intervient possiblement dans le controle et la 
regulation de la production de ROS au cours de la mort cellulaire (Dietrich et al, 1997; 
Epple et al, 2003; Miihlenbock et al, 2007). 
Ws-0 !®d1 
BT U 
i 
t-r" 
Figure 13. Phenotype du mutant Isdl apres traitement au BTH. Ws-0, ecotype 
Wassilewskija. Adapte de Rusterucci et al, 2001. 
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Parmi les mutants acd, le mutant acdll d'A thaliana dont la mutation est recessive presente 
toutes les caracteristiques de la MCP de type reponse hypersensible (Brodersen et al, 2002). 
Comme dans le cas de la RH, la mise en place de la MCP ainsi que 1'activation des reponses 
de defense sont dependantes de 1'AS (Brodersen et al., 2005) et necessitent la presence de la 
lumiere (Brodersen et al., 2002). De plus, une forte production de ROS se produit au debut 
des symptomes. L'utilisation du diphenylene iodonium (DPI) qui inhibe la NADPH oxydase 
et done la production de ROS et de NO (Delledonne et al, 1998) contribue a reduire 
fortement 1'apparition des lesions foliaires. 
Le phenotype du mutant acdll est en fait lie a la mutation d?un gene codant pour une 
proteine cytosolique qui presente une certaine homologie de sequence avec la GLTP animale 
(«GlycoLipid Transfer Protein») qui catalyse le transfer! de glycosphingolipides entre les 
membranes (Brown et al, 1990; Lin et al, 2000). Le role biologique de cette proteine n'a 
pas encore ete clairement etabli (Airenne et al, 2006). La sur-expression de la GLTP dans le 
mutant acdll est capable de complementer partiellement le gene mute (Petersen et al, 2008). 
Le phenotype de ce mutant (Figure 14) parait en tout cas resulter de 1'activation de voies de 
signalisation dependantes de l'AS conduisant a la MCP et l'activation des mecanismes de 
defense plutot que de la perte de fonction du gene acdll. Un certain nombre de proteines 
interagissant avec acdll ont ete identifiees (Petersen et al, 2009) et apparaissent associees 
aux membranes, mais leur fonction reste meconnue. La proteine acdll ne semble done pas 
intervenir directement dans la MCP mais son absence entraine l'activation de voies de 
signalisation menant a la MCP. 
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Figure 14. Phenotype du mutant acdll. Ler, Landsberg erecta. Adapte de Petersen et ah, 
2008. 
B. LES THIOREDOXINES (TRX) 
Les travaux de recherche effectues au cours de ce doctorat nous ont amene a evaluer 
Fimplication du gene codant pour la proteine chloroplastique thioredoxine (Trx) fl d'A 
thaliana, dans la MCP mise en place a la suite d'une exposition aux UV-C. Voici done un 
descriptif succinct des Trxs et de leurs fonctions chez les plantes. 
B.l. Role general des Trxs 
Les Trxs sont des petites proteines de faible poids moleculaire (12-14 kDa) impliquees dans 
de nombreux processus biologiques (Schurmann et Buchanan, 2008). Elles sont presentes 
chez tous les organismes vivants (Buchanan et Balmer, 2005) et ont la particularite de 
presenter un site catalytique relativement bien conserve WCGPC (Trp-Cys-Gly-Pro-Cys), qui 
contient deux cysteines responsables de leur activite oxydoreductase (Holmgren, 1985, 1989; 
Martin, 1995). Les Trxs catalysent en effet, a travers ces deux cysteines, la reduction, par 
deux reactions successives de transfert d'electron, de ponts disulfures (S-S ou forme oxydee) 
en groupement thiol (S-H ou forme reduite) d'un certain nombre de proteines, modulant ainsi 
leur activite (Chivers et Raines, 1997; Gelhaye et al, 2005). Les ponts disulfures sont 
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presents dans de nombreuses proteines et interviennent dans leur repliement (ponts 
intramoleculaires) mais aussi lorsqu'elles s'associent pour former des complexes proteiques 
(ponts intermoleculaires). Au niveau des proteines, les ponts disulfures sont formes 
essentiellement dans le RE suite a l'oxydation des groupements thiols par les proteines PDI 
(protein disulfide isomerase) (Hwang et al, 1992; Meyer et al, 2008). Le systeme Trx 
represente done, avec le systeme Grx (glutaredoxine), l'un des deux systemes de reduction 
des ponts disulfures (Meyer et al., 2008). 
B.2. Les Trxs vegetales 
Chez les plantes, les Trxs sont impliquees dans des processus tels que la germination des 
graines et le developpement des plantules (Wong et al, 2002; Marx et al, 2003; Alkhalfioui 
et al, 2007) ainsi que la defense contre les agents pathogenes (Laloi et al, 2004; Rivas et al, 
2004; Sweat et Wolpert, 2007; Tada et al, 2008). Contrairement aux Trxs animates, leurs 
fonctions dans les plantes ne sont pas encore clairement etablies, notamment en ce qui a trait 
a la protection contre le stress oxydatif. Au depart, elles ont ete identifiees en tant que 
regulateurs d'enzymes impliquees dans le cycle de Calvin mais leur eventail de fonction s'est 
ensuite considerablement elargi. Elles sont codees par le genome nucleaire et sont retrouvees 
au niveau du cytosol (type h), du RE (type h), des mitochondries (type h et o), des 
chloroplastes (types f, m, x et y), du noyau (type h) et meme a l'exterieur des cellules (type 
h) (Schurmann et Jacquot, 2000; Gelhaye et al, 2005; Juarez-Diaz, 2006; Meyer et al, 2008; 
Jacquot et al, 2009). Contrairement a l'homme, qui n'en possede que deux, le systeme Trx 
est beaucoup plus complexe chez les plantes. II existe en effet pas moins de 20 types de Trx 
identifies chez A. thaliana (Meyer et al, 2002, 2005) et ce recensement ne prend en compte 
que les Trxs dites « classiques ». En effet, recemment, l'analyse du genome &A thaliana a 
permis de denombrer au total 49 genes codant pour des Trxs (Chibani et al, 2009; Jacquot et 
al, 2009). 
La proteine Trx fl, identified au cours du crible de mutant de la MCP realise suite a une 
exposition aux UV-C, est localisee principalement dans les chloroplastes, ou son activite est 
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dependante de la lumiere, a l'instar des autres Trxs chloroplastiques (Clancey et Gilbert, 
1987). Celles-ci sont reduites par le systeme FTR (ferredoxine-thioredoxine reductase) qui 
leur transfere des electrons a partir d'une enzyme, la ferredoxine (Fdx), elle-meme reduite 
dans la chaine de transfert d'electrons de la membrane des thylakoides, au cours de la 
photosynthese (Figure 15) (Dai et al, 2004). En dehors des chloroplastes, c'est le systeme 
NTR (NADPH-thioredoxine reductase) qui assure la reduction des Trxs a partir du NADPH 
(Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) (Laloi et al, 2001; Reichheld et al, 2005). 
Un systeme equivalent au NTR, le NTRC (NADPH-thioredoxine reductase chloroplastique) 
a ete decouvert recemment dans les chloroplastes (Serrato et al, 2004; Perez-Ruiz et al, 
2006) et peut egalement participer a la reduction des Trxs chloroplastiques (Jacquot et al, 
2009). 
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Figure 15. Fonctionnement des systemes FTR et NTR chez les plantes. Dans le systeme 
FTR, localise dans les chloroplastes, le flux d'electrons est initie par la Fdx, reduite a la 
lumiere au cours de la photosynthese. La Fdx reduit ensuite la FTR qui peut a son tour 
reduire les Trxs presentes dans les chloroplastes. Dans le systeme NTR, localise dans le 
cytosol et les mitochondries, la NTR transfert des electrons aux Trxs a partir du NADPH. 
Une fois reduites, les Trxs peuvent reduire des proteines cibles pour reguler leur activite. 
Adapte de Montrichard et al, 2009. 
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Chez A. thaliana, on distingue quatre types de Trx dans les chloroplastes : les types f (2), m 
(4), x (1) et y (2). Les types f et m sont connus depuis longtemps (Jacquot et al, 1997; 
Ruelland et Miginiac-Maslow, 1999) alors que les types x (Mestres-Ortega et Meyer, 1999) 
et y (Lemaire et al, 2003) ont ete decouverts plus recemment et ne sont pas encore bien 
caracterises. Dans les chloroplastes, les Trxs f et m regulent notamment des enzymes 
impliquees dans le cycle de Calvin (Schurmann et Jacquot, 2000; Schurmann et Buchanan, 
2008) comme la fructose-1,6-bisphosphatase, mais des experiences de chromatographic 
d'affinite et de proteomique ont montre que la liste de proteines potentiellement regulees par 
ces Trxs va bien au-dela de celles impliquees dans la photosynthese (Montrichard et al, 
2009) et peut concerner aussi bien des proteases ou des facteurs de transcription (Balmer et 
al, 2002), des proteines de reponse aux stress, notamment oxydatifs, comme les 
peroxiredoxines (Prx) qui sont des peroxydases devolues a la reduction du H2O2 (Motohashi 
et al, 2001; Balmer et al, 2002; Navrot et al, 2006), ou des proteines presentes dans la 
membrane chloroplastique et impliquees dans la translocation d'autres proteines ainsi que 
dans le metabolisme de la chlorophylle (Bartsh et al, 2008). De facon generate, les Trxs 
possedent un nombre considerable de cibles potentielles (Arner et Holmgren, 2000). 
Recemment, des etudes ont montre que les Trxs chloroplastiques f et m pouvaient egalement 
etre retrouvees dans les plastes de tissus ou organes non photosynthetiques (De Dios Barajas-
Lopez et al, 2007; Traverso et al, 2008). Elles peuvent ainsi etre exprimees et localisees 
dans des organes comme les racines, notamment au niveau des tissus vasculaires (Trxs f et 
m) et des zones de divisions cellulaires (Trx f), suggerant un role dans la proliferation 
cellulaire et confortant Phypothese d'autres roles en dehors de la photosynthese (De Dios 
Barajas-Lopez et al, 2007). Afin d'evaluer ces roles, des essais de complementation ont ete 
realises dans la levure S1. cerevisiae. Cette derniere possede deux Trxs dont le knock-out 
entraine, entre autres consequences, une hypersensibilite au H2O2, due a l'impossibilite de 
reduite la Prx ainsi qu'une capacite tres faible a utiliser la methionine sulfoxyde (MetSO) 
comme source de methionine (Met) (Muller, 1991). Les MetSOs resultent en fait de 
l'oxydation des residus Met au niveau des proteines par les ROS. Les MetSOs sont 
normalement reduites par l'enzyme MSR (methionine sulfoxyde reductase), elle-meme 
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reduite par les Trxs dans la levure (Moskovitz et al, 1997). Cette enzyme intervient done 
dans la reparation des dommages occasionnes par les ROS. Chez les plantes, a l'instar des 
Trxs f et m, l'enzyme MSR est localisee dans les plastes et notamment dans les chloroplastes, 
importantes source de ROS (Romero et al, 2004). L'expression des Trxs f et m du pois 
Pisum sativum dans le mutant de levure EMY63 (Miiller, 1991) depourvu de ses deux Trxs a 
permis de montrer qu'elles etaient capables de complementer partiellement 1'absence des 
Trxs endogenes en presence d'H202 et de MetSO. Ceci laisse supposer une possible 
interaction des Trxs f et m avec MSR dans la levure et une implication possible dans la 
detoxification du H2O2 (Traverso et al, 2008). Ces experiences de complementation 
suggerent done 1'intervention des Trxs f dans la protection contre le stress oxydatif chez les 
plantes. 
Le systeme Trx chez les plantes apparait done tres complexe. Le nombre important de Trxs 
au sein d'un meme organite, comme les chloroplastes, et plus generalement dans les plantes 
ainsi que la quantite de fonctiqns averees et supposees suggerent qu'en plus d'une eventuelle 
redondance de fonction, chaque type puisse avoir des fonctions qui leur soient specifiques. 
B.3. Trxs animales et apoptose 
Chez les animaux, le systeme Trx est compose de deux membres, Trx-1 et Trx-2 
respectivement localises dans le cytosol (Holmgren, 1985) et la mitochondrie (Tanaka et al, 
2002) et qui sont essentielles a la survie (Matsui et al, 1996; Norm et al, 2003). Elles 
participent a la regulation redox de la cellule et concourent principalement a la protection 
contre le stress oxydatif. Elles ont en effet un role tres important dans la detoxification des 
ROS. Elles peuvent agir directement sur certaines formes reactives de 1'02 comme l'oxygene 
singulet (^2) ou le radical hydroxyle (OH) (Das et Das, 2000), mais aussi reguler des 
enzymes impliquees dans Pelimination du H2O2 comme les Prx (Rhee et al, 2005) ou dans la 
reparation des dommages causes par les ROS comme la MSR (Stadtman et al, 2002), 
protegeant ainsi les cellules de l'apoptose (Figure 16). Les Trxs sont en effet partie prenante 
dans le mecanisme d'apoptose. L'inactivation de l'une ou l'autre des Trxs entraine un 
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desequilibre du statut redox de la cellule, ce qui induit 1'entree en apoptose (Nonn et al, 
2003; Tonissen et Trapani, 2009). De plus, elles interviennent directement dans le 
mecanisme d'apoptose, non seulement a travers la detoxification des ROS mais egalement en 
interagissant directement avec certains facteurs impliques dans la mort cellulaire (Tonissen et 
Trapani, 2009). Elles peuvent ainsi inactiver directement ASK1 («Apoptosis Signal-
Regulating Kinase 1»), une MAPKKK (MAPK kinase kinase) qui est presente a la fois dans 
le cytosol et la mitochondrie et qui regule positivement l'apoptose (Saitoh et al, 1998; Liu et 
Min, 2002; Zhang et al, 2004; Masutani et al, 2005). ASK1 active en effet certaines voies 
de MAPKs impliquees dans 1'activation de facteurs pro-apoptotiques tel que Bax (Tonissen 
et Trapani, 2009). Ces kinases phosphorylent et activent egalement le facteur de transcription 
p53, qui regule 1'expression de genes pro-apoptotiques (Ueno et al, 1999). De meme, Trx-1 
regule certains facteurs de transcription tels que NF-KB («Nuclear Factor-kappa B») en 
reduisant un residu cysteine important pour la liaison a l'ADN. NF-KB controle, entre autres 
genes, l'expression de genes anti-apoptotiques appartenant a la famille Bcl-2 (Shishodia et 
Aggarwal, 2002; Masutani et al, 2005). Trx-1 pourrait ainsi moduler l'apoptose a travers la 
regulation de la capacite de liaison a l'ADN de NF-KB. Enfin, Trx-1 est egalement capable 
de modifier directement la procaspase 3 par S-nitrosylation (ajout d'un groupement NO sur 
un residu cysteine) afin d'inhiber l'apoptose (Mitchell et al, 2007; Mannick, 2007). 
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Figure 16. Fonctions cellulaires des Trxs animates. Les Trxs participent a la protection 
contre les ROS, de facon directe ou par activation de proteines impliquees dans la 
detoxification (Prxs) et la reparation des dommages (MSR). Les Trxs inhibent egalement 
l'apoptose a travers l'inactivation de la proteine ASK1 et la regulation de certains facteurs de 
transcription comme NF-KB et p53. Adapte de Tonissen et Trapani, 2008. 
Au niveau de l'apoptose et de sa prevention, les Trxs animales ont done clairement un role 
protecteur ou anti-apoptotique, a travers le controle des ROS mais aussi en interagissant 
directement avec des facteurs devolus a sa mise en place ou son inhibition (Figure 16). 
C. OBJECTIFS DE RECHERCHE 
Depuis longtemps, l'etude la MCP s'est essentiellement focalisee sur le modele animal, pour 
des raisons qui ont ete exposees precedemment. Cependant, un effort est realise depuis 
quelques annees afin de determiner les elements impliques dans la MCP vegetale. En effet, la 
connaissance des mecanismes regissant la MCP est encore tres limitee, malgre une certaine 
conservation des mecanismes entre animaux et vegetaux. Jusqu'a maintenant, tres peu 
d'homologues de genes animaux ont ete identifies chez les plantes. Parmi les rares 
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homologues, le gene BI-1, qui a la capacite de reprimer la MCP, est particulierement etudie 
et represente un outil interessant afin de decrypter les mecanismes de controle de la mort. 
Partant de ees constats, ce doctorat avait done pour objectif general d'apporter notre 
contribution a la comprehension des mecanismes impliques dans le controle de la MCP chez 
les plantes. Plus particulierement, le but etait d'identifier de nouveaux genes impliques dans 
sa regulation. Le fait que la MCP soit accompagnee d'une forte regulation transcriptionnelle 
nous a amene a envisager une approche genetique. De la, ont decoule les objectifs 
specifiques suivants : 
1- Mettre au point un crible de mutant base sur l'utilisation du gene de la luciferase sous 
contrdle du promoteur du gene AtBI-1, directement implique et regule au cours de la MCP. 
L'elaboration de ce crible a pour objectif d'etablir un systeme nous permettant d'identifier 
des mutants affectes dans des voies de signalisation menant a la regulation du promoteur. La 
mise en place du crible necessite au prealable de mettre en place les conditions d'induction 
de la MCP a travers l'utilisation des UV-C. 
2- Effectuer l'analyse fonctionnelle du promoteur du gene AtBI-1, a travers une serie de 
deletions, afin d'identifier des regulateurs transcriptionnels. Cet objectif decoule du fait que 
le gene AtBI-1 est regule au cours de la MCP induite par differents stress, dont les UV-C. 
3- Caracteriser le gene Trxfl ainsi que son role potentiel au cours de la MCP. Le gene Trxfl, 
qui code pour une thioredoxine chloroplastique, a ete identifie au cours du crible effectif 
d'une collection de mutants d'A thaliana contenant le gene de la luciferase sans promoteur. 
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CHAPITRE 1 
MATERIELS ET METHODES 
1.1. MATERIEL BIOLOGIQUE ET CONDITIONS DE CULTURE 
1.1.1. Milieux de culture 
Pour la culture des plantes in vitro, les graines d'Arabidopsis thaliana sont semees 
aseptiquement sur un milieu de culture solide Murashige et Skoog (MS) a pH 5,7 (Murashige 
et Skoog, 1962) contenant du saccharose (1%) et de l'agar (0,8%). 
Les bacteries Escherichia coli et Agrobacterium tumefaciens sont cultivees dans du milieu 
Luria-Bertani (LB) liquide a pH 7,0 (10 g/L NaCl, 10 g/L tryptone, 5 g/L extrait de levure). 
Pour les cultures en boite de petri, de l'agar est ajoute (20 g/L). 
La levure Saccharomyces cerevisiae est cultivee dans du milieu YNB («Yeast Nitrogen 
Base») liquide (7 g/L) contenant du glucose (2%) comme source de carbone et un melange 
d'acides amines (0,7 g/L) depourvu de leucine qui est l'acide amine de selection pour le 
plasmide «Yep51 :Bax». Pour les cultures en milieu solide, de l'agar est ajoute (20 g/L). 
1.1.2. Materiel vegetal 
La plante A. thaliana, d'ecotype Columbia (Col-0) a ete utilisee pour toutes les experiences. 
Les graines sont prealablement desinfectees (10% hypochlorite de sodium, 0,02% SDS) puis 
maintenues a Pobscurite pendant 2 a 4 jours a 4°C pour lever la dormance et synchroniser la 
germination. 
Pour la culture in vitro, les plantes sont cultivees dans un cabinet de croissance (Sanyo, 
modele MLR-350) en lumiere continue, a une temperature controlee de 22°C. 
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Pour la culture en terre, les plantes sont mises a germer dans une chambre de croissance 
(Conviron, modele MTR30) selon un cycle photoperiodique jour/nuit de 16 h/8 h. Les 
temperatures diurnes et nocturnes sont respectivement de 22°C et 19°C. 
1.1.3. Microorganismes 
Les souches competentes d'Escherichia coli HB101 et DH5a ont ete utilisees pour les 
transformations bacteriennes (Tableau 1). 
La souche d'Agrobacterium tumefaciens GV3101 a ete utilisee pour la transformation 
genetique des plantes d'A thaliana (Tableau 1). 
La souche de levure Saccharomyces cerevisiae QX95001 (Tableau 1), derivee de la souche 
BF264-15Dau (MATa adel, his2, leu2-3, 112 trpl-la, ura3) (Lew et ah, 1991), a ete utilisee 
pour realiser les essais d'expression du gene Trxfl. Elle nous a ete fournie gracieusement par 
le laboratoire du Dre Louise Brisson (Universite Laval, Quebec, Canada). 
Tableau 1. Liste des microorganismes utilises. 
Souche 
E.coli 
(HB101) 
E. coli 
(DH5a) 
A. 
tumefaciens 
(GV3101) 
S. cerevisiae 
QX95001 
Caracteristiques 
Transformation par electroporation. Culture a 
37°C. 
Transformation chimique. 
Culture a 37°C. 
Transformation par electroporation. 
Culture a 28°C. Contient un gene de resistance 
a la rifampicine (50 |-ig/ml) et a la 
gentamycine (25 ug/ml) 
Transformation chimique. Culture a 30°C. 
Transformee avec le plasmide Yep51 :Bax 
contenant le gene Box sous controle du 
promoteur inductible GAL10. 
Utilisation 
Clonage. 
Clonage. 
Transformation genetique 
des plantes d'A. thaliana. 
Expression du gene Trxfl 
en presence ou absence de 
la proteine Bax. 
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1.2. PLASMIDES ET CONSTRUCTIONS 
Toutes les constructions genetiques ont ete realisees a partir de sequences amplifiers par 
PCR en utilisant la polymerase Pfu (Stratagene). Les produits d'amplification PCR ont ete 
purifies apres electrophorese en utilisant le kit « QIAquick Gel Extraction » (Quiagen), sous-
clones dans le plasmide «PCR-Blunt» (Invitrogen) (Tableau 2) en utilisant la T4 DNA ligase 
(Invitrogen), sequences (Genome Quebec, Universite McGill, Montreal) puis clones dans les 
vecteurs de transformation finaux (Tableau 2). 
Tableau 2. Liste des vecteurs utilises pour les differentes constructions. 
Plasmide 
PCR-
Blunt 
pGreen 
0229 
pCambia 
1301 
pBIN 19 
pYX112 
Construction et utilisation 
Sous-clonage des produits PCR. 
Transformation de bacteries E.coli. 
Clonage du promoteur du gene AtBI-1 
en amont du gene de la luciferase. 
Transformation des plantes via A 
tumefaciens. 
Clonage du promoteur du gene AtBI-1 
et des differentes deletions du 
promoteur en amont du gene GUS. 
Transformation des plantes via A. 
tumefaciens. 
Clonage du gene Trxfl sous controle 
du promoteur constitutif 35 S CaMV. 
Transformation des plantes via A. 
tumefaciens. 
Clonage du gene Trxfl sous controle 
du promoteur constitutif TPI. 
Transformation et expression dans la 
levure S. cerevisiae. 
Caracteristiques 
Contient le gene NPTII pour la 
resistance a la kanamycine (50 
ug/ml). 
Contient le gene NPTII pour la 
resistance a la kanamycine (50 
ug/ml) et le gene BAR pour la 
resistance a l'herbicide Basta (10 
Ug/ml). 
Contient le gene hph pour la 
resistance a l'hygromycine (50 
jig/ml). 
Contient le gene NPTII pour la 
resistance a la kanamycine (50 
ug/ml). 
Contient le gene Ap pour la 
resistance a l'ampicilline (50 ug/ml). 
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1.2.1. Clonage du promoteur du gene AtBI-1 
Le promoteur du gene AtBI-1 a ete isole sur une region de 1010 pb en amont du gene. Ceci a 
ete realise par PCR, a l'aide des amorces decrites dans le tableau 3, a partir d'ADN 
genomique extrait de plantules d'A thaliana. Un site de restriction pour l'enzyme BamHI a 
ete ajoute dans Pamorce utilisee pour 1'amplification en 5' pour permettre le clonage de la 
region promotrice. Apres sous-clonage et sequencage, le promoteur a ete digere par les 
enzymes BamHI et iscoRV pour laquelle un site de restriction est present dans le plasmide 
«PCR-Blunt» (Tableau 2). Le promoteur a ensuite ete insere dans le vecteur de 
transformation de plante «pGreen 0229» (Tableau 2) en amont du gene codant pour la 
luciferase (Photinus pyralis, n° d'accession : Ml5077). Ce plasmide nous a ete fourni 
gracieusement par le Dr Kamal Bouarab (Universite de Sherbrooke, Quebec, Canada). Pour 
l'insertion du promoteur du gene AtBI-1 dans le plasmide «pGreen 0229», celui-ci a ete 
digere une premiere fois avec l'enzyme de Ncol (extremite 3'). Apres remplissage de ce site 
avec la klenow (USB) pour rendre 1'extremite tranche, le plasmide a ete digere avec 
l'enzyme BamHI, purifie sur gel puis ligature avec le promoteur du gene AtBI-1. 
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Tableau 3. Liste des amorces utilisees pour la PCR. 
Norn Sequence de l'amorce Utilisation 
PAtBI 5' 5'-CGGGATCCCTCTACAGCCACAGAAGCAG-3' 
PAtBI 3 ' 5'CATGCCATGGGCTTGACTTTGAGAATCGATTAATG-3' 
Amplification et clonage du 
promoteur d'AtBI-1 dans le 
vecteur pGreen 0229 
PAtBI 5' 
PAtBIBspHI 
5' -CGGG ATCCCTCT AC AGCC AC AG AAGC AG-3' 
5' -CTAGTC ATG AGCTTGACTTTG AGAATCG-3' 
Amplification et clonage du 
promoteur d'AtBI-1 dans le 
vecteur pCambia 1301 
TrxClal 
TrxBamHI 
5'-CCATCGATATGCCTCTTTCTCTCCGTCTTTC-3' 
5' -CGGGATCCTCCGG AAGC AGC AG ACC-3' 
Amplification et clonage de 
l'ADNc correspondant au 
gene Trxfl dans le vecteur 
pBIN19 . 
TrxEcoRI 5'-CCGAATTCATGTGTAGCTTAGAAACCGTTAATG-3' 
TrxBamHK 5 '-CGGGATCCTC ATCCGGAAGC AGC AGACC-3' ~ 
Amplification et clonage du 
gene Trxfl dans le vecteur 
pYX112 
7 2 H F 
7 2 H R 
5'-CGACTACCGGAGGATTTGGTC-3' 
5' -TC ATCCGGAAGC AGC AG AC-3' 
Amplification de l'ADNc 
correspondant au gene Trxfl 
par RT-PCR 
18S AT5' 
18S AT3' 
5 '-CGGCTACC AC ATCC AAGG AA-3' 
5 '-TATTC AGAGCGTAGGCCTGC-3' 
Amplification de l'ADNc 
correspondant a l'ARNR 18S 
par RT-PCR 
UTR5' 
UTR3' 
5'-GGATGTAAAGTAAATTTAACTTTATG-3' 
5' -GAGAAC AAAAGTTTATG AAAAG AAG AAC-3' 
Amplification de la region 
3'UTRdu gene ^57-7. 
Sonde pour les buvardages 
de type Northern 
LB1 5'-GTGAAGTTTCTCATCTAAGCCCCCATTTGG-3' Tail-PCR sur LB 
LB2 5 '-C AGACC AATCTGAAGATG AAATGGGTATCTGGG-3' Tail-PCR ou I-PCR sur LB 
LB3 5'-TTC TCC ATA TTG ACC ATC ATA CTC ATT GC-3' Tail-PCR sur LB 
LB4 5'-CACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACG-3' Utilisee avec LB2 pour I-
PCR • 
RB2 
RB4 
5'-CACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACG-3' 
5'-TTTGTACCAGAGTCCTTTGATCGTG-3' 
I-PCR sur RB 
AD1 5'-(A/T/C/G)TCA(G/C)T(A/T)T(A/T)T(G/C)G(A/T)GTT-3' Amorce degener6 1 pour 
Tail-PCR 
AD2 5'-(A/T/C/G)GTCGA(G/C)(A/T)GA(A/T/C/G)A(A/T)GAA-3' Amorce degeneY6 2 pour 
Tail-PCR 
AD3 5'-TG(A/T)G(A/T/C/G)AG(G/C)A(A/T/C/G)CA(G/C)AGA-3' Amorce degenerd 3 pour 
Tail-PCR 
AD4 5'-AG(A/T)G(A/T/C/G)AG(A/T)A(A/T/C/G)CA(A/T)AGG-3' Amorce deg6ner6 4 pour 
Tail-PCR 
AD5 5'-(G/C)TTG(A/T/C/G)TA(G/C)T(A/T/C/G)CT(A/T/C/G)TGC-3' Amorce degenere 5 pour 
Tail-PCR 
AD6 5'-(A/T)GT G(A/T/C/G)AG(A/T)A(A/T/C/G)CA(A/T/C/G)AGA-3' Amorce deg6ner6 6 pour 
Tail-PCR 
M13 Reverse 
M13 Forward 
5 '-CAGGAAACAGCT ATG AC-3' 
5 '-GTAAAACGACGGCC AG-3' 
Amorces universelles 
utilisees pour les PCR a 
partir du vecteur PCR-Blunt 
1.2.2. Les deletions du promoteur du gene AtBI-1 
Les deletions en 5' de la region promotrice du gene AtBI-1 ont ete effectuees en utilisant les 
sites de restriction deja presents dans sa sequence. Au total, 4 deletions du promoteur ont ete 
realisees, a 110 pb (5g/IIA), 196 pb (Bgllh), 466 pb (£coRI) et 681 pb (Hindlll) (Figure 17) 
de l'extremite 5' dormant respectivement des fragments dont la taille est de 900 pb, 814 pb, 
544 pb et 329 pb. Le promoteur «complet» ainsi que les differentes deletions obtenues ont ete 
fusionnes au gene rapporteur GUS (n° d'accession: AF234297) qui code pour la p-D-
glucuronidase. Celui-ci est present dans le vecteur de transformation de plante «pCambia 
1301» (http://www.cambia.org') (Tableau 2). 
Kpnl BamHl Bgtll^ BglllB EcoRl Hindlll BspHl 
HH-+ 1 1 1 
-1072 -1025 -915 -829 -559 -344 -15 
Figure 17. Carte de restriction de la region promotrice du gene AtBI-1. Les sites de 
restriction BglllA, Bgllls, EcoRl et Hindlll ont ete utilises pour generer les differents 
fragments de deletion. Les distances, prises a partir de 1'ATG du gene AtBI-1, sont en pb. 
1.2.2.1. Clonage du promoteur 
La region promotrice du gene AtBI-1 a ete amplifiee par PCR (Tableau 3) a partir de la 
sequence clonee dans le plasmide «PCR-Blunt» (Tableau 2). Apres sous-clonage dans le 
plasmide «PCR-Blunt», le promoteur a ete digere avec l'enzyme Kpnl dont le site est present 
dans le MCS du plasmide et l'enzyme BspUl dont le site de restriction a ete ajoute dans 
Pamorce utilisee pour 1'amplification en 3', pour etre finalement clone dans le vecteur 
«pCambial301» (Tableau 2) prealablement digere avec les enzymes Kpnl et Ncol (site 
compatible avec celui de BspHl). 
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1.2.2.2. Clonage des fragments BgniA-BspUl et BgHU-BspUl 
La region promotrice du gene AtBI-1 a d'abord ete amplifiee a partir de la sequence presente 
dans le plasmide «PCR-Blunt» (Tableau 2) a l'aide des amorces universelles Ml 3 Reverse et 
Forward (Invitrogen) (Tableau 3). Des digestions ont alors ete effectuees avec l'enzyme de 
restriction Bglll de maniere a generer des fragments de digestion complete {BgJ\\%) et 
partielle (Bglll
 A). Apres electrophorese et purification des deux fragments, ces derniers ont 
ete digeres avec l'enzyme BspHl. Les produits de digestion obtenus ont alors ete clones dans 
le vecteur «pCambial301» (Tableau 2) prealablement digere avec les enzymes BamHl (site 
compatible avec celui de BgllY) et Ncol (site compatible avec celui de BspHl). 
1.2.2.3. Clonage du fragment EcoRl-BspVLl 
Le vecteur «pCambial301» (Tableau 2) dans lequel la region promotrice du gene AtBI-1 a 
ete clonee (voir 1.2.2.1.) a ete digere avec l'enzyme EcoRl dont le site est egalement present 
en amont du promoteur dans le site de clonage multiple (MCS). Le plasmide a ensuite ete 
ligature pour etre referme sur lui-meme. 
1.2.2.4. Clonage du fragment Hindlll-BspHl 
La region promotrice du gene AtBI-1 presente dans le plasmide «PCR-Blunt» (Tableau 2) a 
ete digere avec les enzymes Hindlll et BspHl. Apres electrophorese et purification sur gel, le 
fragment obtenu a ete clone dans le vecteur «pCambial301» (Tableau 2) prealablement 
digere avec les enzymes Hindlll et Ncol (site compatible avec celui de BspHl). 
1.2.3. Sur-expression du gene Trxfl 
1.2.3.1. Sur-expression dans les plantes 
L'ADNc correspondant au gene Trxfl d'A thaliana a ete obtenu par RT-PCR en utilisant 
des amorces (Tableau 3) dans lesquelles ont ete integres des sites de restriction correspondant 
aux enzymes Clal et BamHl pour permettre le clonage. Apres sous-clonage et sequencage, 
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l'ADNc a ete digere de fa9on sequentielle par les enzymes Clal et BamHl puis purifie sur 
gel. L'ADNc a ensuite ete insere derriere le promoteur constitutif 35S CaMV (virus de la 
mosai'que du chou-fleur) dans le vecteur de transformation de plante «pBIN19» (Tableau 2) 
prealablement digere avec les enzymes Clal et BamHl. Ge plasmide nous a egalement ete 
fourni par le Dr Kamal Bouarab (Universite de Sherbrooke, Quebec, Canada). 
1.2.3.2. Sur-expression dans la levure 
Pour les experiences de fonctionnalite dans la levure, l'ADNc correspondant au gene Trxfl a 
ete amplifie par RT-PCR en utilisant des amorces (Tableau 3) auxquelles ont ete ajoutes des 
sites de restriction correspondant aux enzymes EcoRI et BamHl afin de realiser le clonage 
dans le vecteur «pYX112» (Tableau 2). Pour s'assurer d'avoir une proteine fonctionnelle, 
l'amorce utilisee pour 1'amplification en 5' a ete choisie de maniere a oter la sequence 
correspondant au peptide d'adressage aux chloroplastes. Comme pour la souche de levure 
utilisee, le plasmide «pYX112» nous a ete fourni par le laboratoire du Dre Louise Brisson 
(Universite Laval, Quebec, Canada). Apres sous-clonage dans le plasmide «PCR-Blunt» 
(Tableau 2) et sequencage, celui-ci a ete digere avec les enzymes £coRI et BamHl puis 
purifie sur gel. II a ensuite ete clone derriere le promoteur constitutif TPI (triose phosphate 
isomerase) present dans le vecteur «pYX112», lequel a ete prealablement digere avec les 
enzymes EcoRl et BamHl. 
1.3. TRANSFORMATION DES LEVURES 
Pour transformer la souche de levure QX95001 (Tableau 1) qui contient le plasmide 
Yep51 :Z?ax (Xu et Reed, 1998) avec la construction pYXl l2:Trxfl, une culture de 30 ml a 
ete ensemencee dans du milieu YNB liquide contenant du glucose ainsi qu'un melange 
d'acides amines depourvu de leucine et placee a 30°C en agitation pendant 24-48 h. Apres 
avoir atteint une DO de 1 a 1,5, les levures sont centrifugees (2500 rpm, 5 min) et lavees 2 
fois avec de l'eau sterile. Apres le second lavage, les levures sont reprises dans une solution 
de TE 0,1 M, Li Ac 0,1 M et incubees pendant 1 h a 30°C en agitation. Pour realiser la 
transformation, 100 ul de culture sont alors mis en presence de 1 ^g de plasmide, 10 ul 
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d'ADN de sperme de hareng (100 mg/ml) prealablement denature et 700 ul d'un melange 
constitue de PEG 4000 40%, TE 0,1 M et Li Ac 0,1 M. Les levures sont alors incubees 
pendant 3 h a 30°C en agitation avant de subir un choc thermique pendant 15 mn a 42°C. Les 
levures sont alors centrifugees et reprises dans de l'eau sterile. Les levures sont alors etalees 
sur milieu selectif contenant du glucose pour etre selectionnees en absence des acides amines 
de selection, en Poccurrence la leucine pour le plasmide Yep51:5ax et Puracile pour le 
plasmide pYXl \2:Trxfl, puis incubees a 30°C pendant 3 jours. 
1.4. ESSAI DE FONCTIONNALITE DANS LA LEVURE 
Apres transformation, les essais de fonctionnalite du gene Trxfl sont par la suite realises sur 
du milieu YNB contenant du glucose (2%) dans lequel le gene Box n'est pas exprime ou du 
galactose (2%) pour induire l'expression du gene Box. Dans un premier temps, les levures 
contenant d'une part les vecteurs Yep51 :i?ax et pYX112:vide et d'autre part les vecteurs 
Yep51:5ax et pYX112:7V.x/7 sont incubees dans du milieu YNB liquide contenant du 
glucose et un melange d'acides amines depourvu de leucine. Apres 24 h, les cultures sont 
lavees avec de l'eau sterile et diluees de maniere a avoir une D.O. de 1. Une serie de 
dilutions successives est alors realisee (10"1, 10"2,10"3, 10"4 et 10"5) avec de l'eau sterile. Trois 
ul de chaque dilution sont ensuite preleves et deposes sur 2 boites de petri contenant du 
milieu YNB solide sans les 2 acides amines de selection (leucine et uracile). Chaque boite de 
petri contient respectivement du glucose et du galactose comme source de carbone. Les 
boites de petri sont alors incubees a 30°C pendant 2 jours (glucose) et 4 jours (galactose). 
1.5. TRANSFORMATION DES PLANTES ET SELECTION 
La transformation des plantes d'A thaliana a ete realisee en utilisant la technique du «floral 
dip» decrite par Clough et Bent (1998). Apres environ 6 semaines, les graines sont recoltees 
et les plantes transformers (Tl) selectionnees en boite de petri sur du milieu de culture MS 
solide contenant l'antibiotique ou l'herbicide adequat. 
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1.6. ANALYSE DE SEGREGATION ET SELECTION DES HOMOZYGOTES 
Apres selection, les lignees transformees (Tl) sont transferees en terre. A la generation 
suivante (T2), les descendants obtenus par autofecondation sont a nouveau places en boite de 
petri contenant du milieu MS avec l'antibiotique ou l'herbicide de selection. Apres deux 
semaines de culture, un comptage est effectue afin de determiner, pour une meme lignee, le 
nombre de plantules resistantes et de plantules sensibles a 1'agent de selection. Les lignees 
qui presentent un ratio de segregation 3:1, equivalent a 3A de resistants QA homozygotes et Vi 
heterozygotes) pour lA de sensibles ont ete conservees, ces lignees correspondant a priori a 
une insertion simple dans le genome de la plante. Pour chaque lignee presentant une 
segregation de type 3:1, cinq plantules resistantes sont transferees en terre. Les graines issues 
de 1'autofecondation (T3) sont alors mises a germer sur boite de petri contenant du milieu 
MS ainsi que l'antibiotique ou l'herbicide de selection. Les lignees homozygotes qui 
presentent done une resistance de 100% a 1'agent selectif, sont alors conservees. 
1.7. DETERMINATION DU NOMBRE D'INSERTION 
Afin de determiner le nombre d'insertions presentes dans les lignees transformees, les lignees 
homozygotes qui ont ete obtenues a partir de celles presentant un ratio de segregation 3:1 ont 
ete analysees par buvardage de type Southern (voir 9.3.3.). L'ADN genomique est d'abord 
extrait a partir des plantes selon la methode decrite a la section 9.3.1. puis digere avec 
differentes enzymes de restriction dont les sites sont a la fois presents dans l'ADN-T et dans 
la sequence genomique d'A thaliana. La sonde utilisee pour le Southern blot, marquee au 
32P, correspond a 1'ADNc du gene de la luciferase present dans les lignees transformees. Le 
nombre de bandes obtenu apres revelation permet de determiner le nombre d'insertions. 
1.8. INDUCTION DE LA MCP PAR LES UV-C 
Pour les traitements aux rayons UV-C, un appareil de type stratalinker (modele 2400, 
Stratagene) constitue de cinq lampes UV-C a ete utilise. Les traitements ont ete realises sur 
des plantules d'A. thaliana cultivees in vitro ou sur des feuilles prelevees a partir de plantes 
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cultivees en terre pendant 4-5 semaines (voir 1.9.4.). Des doses de rayonnements UV-C de 5, 
10, 20, 30 et 50 kJ/m2 ont ete utilisees au cours des differentes experiences d'induction. Les 
petris sont maintenus ouvertes pendant le traitement aux UV-C puis refermees et placees a 
l'incubateur en lumiere continue. 
1.9. MISE EN EVIDENCE DE LA MCP 
1.9.1. Coloration au bleu d'Evans 
Le bleu d'Evans (Sigma-Aldricht) a ete utilise pour detecter la mortalite au niveau de 
plantules d'A thaliana cultivees in vitro pendant 4-5 jours selon une methode derivee de 
celle decrite par Watanabe et Lam, 2006. Les plantules sont prelevees avant et apres 
traitement aux UV-C pour etre immergees dans 1 ml de bleu d'Evans 1% pendant 15 mn. 
Les plantules sont ensuite rincees a plusieurs reprises avec de l'eau distillee pour etre 
observees directement avec une loupe binoculaire (Nikon SM 2800) puis photographiees. 
1.9.2. Dosage au bleu d'Evans 
La quantification du bleu d'Evans fixe au niveau des cellules mortes s'est faite selon une 
methode derivee de celle decrite par Ishiga et ah, (2005). Les plantules entieres sont 
immergees dans une solution constitute de methanol 50%, SDS 1% a 50°C pendant 30 min. 
Le bleu d'Evans recupere est ensuite dose directement au spectrophotometre (600 nm). Les 
analyses statistiques ont ete realisees dans le logiciel SAS 9.1 par test ANOVA a une voie 
avec le traitement aux UV-C comme facteur principal. Des comparaisons a posteriori ont ete 
realisees par test de Duncan. 
1.9.3. Dosage de la chlorophylle 
Pour evaluer la sensibilite aux UV-C, les plantules d'A thaliana sont cultivees in vitro 
pendant 6 jours puis recoltees avant et apres traitement aux UV-C pour evaluer la perte en 
chlorophylle apres irradiation. Les plantules sont prealablement pesees puis incubees pendant 
2 jours dans 5 ml d'acetone 80% (v/v) a l'obscurite (4°C). Le contenu en chlorophylle a et b 
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est alors determine a partir de 3 repetitions (30 plantules/repetition), par dosage au 
spectrophotometre respectivement a 663 nm et 645 nm selon la methode decrite par Ni et ah, 
2009. Les analyses statistiques ont ete realisees dans le logiciel SAS 9.1 par test de Student. 
1.9.4. Fragmentation de l'ADN genomique 
1.9.4.1. Extraction de l'ADN genomique 
L'ADN genomique a ete isole a partir de 0,5 g de matiere fraiche provenant de plantules d'A 
thaliana cultivees in vitro pendant 12 jours et recoltees avant et apres traitement aux UV-C. 
L'extraction a ete realisee selon une methode adaptee de celle decrite par Dean et al, 1992. 
Les plantules ont d'abord ete congelees et broyees dans l'azote liquide. La poudre obtenue a 
ensuite ete transferee dans du tampon d'extraction prechauffe a 65°C (Tableau 10, annexes). 
Apres incubation a 65°C, du chloroforme est ajoute. Apres nouvelle incubation du melange a 
65°C, une centrifugation (3000 rpm, 4°C, 5 min) est effectuee et la phase aqueuse est 
precipitee avec 1 volume d'isopropanol. Apres centrifugation (9000 rpm, 4°C, 10 min), le 
culot est repris dans du TE (10 mM Tris, pH 8,0, 1 mM EDTA). L'ARN present dans la 
solution est alors precipite avec 1 volume d'acetate de lithium 4 M. Apres centrifugation 
(5000 rpm, 4°C, 10 min), le surnageant est recupere et l'ADN genomique precipite avec 2 
volumes d'ethanol 100 %. Le culot obtenu apres centrifugation (9000 rpm, 4°C, 10 min) est 
alors repris dans du TE. L'ADN genomique est alors purifie successivement avec 1 volume 
de phenol, de phenol/chloroforme 1:1 (v/v) et de chloroforme. A cette etape, l'ADN 
genomique contenu dans le surnageant est alors precipite avec 1/10 de volume d'acetate de 
sodium 3 M, pH 5,6 et 2 volumes d'ethanol 100%. Apres centrifugation (9000 rpm, 4°C, 10 
mn), le culot est repris dans du TE puis traite pendant une nuit avec de la RNase A (100 
ug/ml). Le lendemain, l'ADN genomique est a nouveau purifie avec 1 volume de 
phenol/chloroforme 1:1 (v/v), precipite et le culot repris dans du TE. 
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1.9.4.2. Preparation de la sonde 
La sonde utilisee pour detecter la fragmentation de l'ADN est realisee a partir d'ADN 
genomique d'A thaliana prealablement digere avec 1'enzyme Mbol. Par la suite, le marquage 
radioactif est realise par «random priming» en utilisant le kit «Ready-To-Go DNA 
Labelling Beads » (GE Healthcare). La sonde est synthetisee pendant une nuit a 37°C a partir 
de 50 ng d'ADN, en presence de 50 uCi d'a P dCTP. La sonde marquee est ensuite purifiee 
en utilisant une colonne de sephadex G-50 (GE Healthcare) afm de separer l'ADN marque 
des dCTP radioactifs non incorpores, qui seront alors retenus dans la colonne. Apres 
comptage de la sonde dans un compteur a scintillation (Beckman, modele LS 6000SC), la 
sonde est ajoutee au tampon d'hybridation de maniere a obtenir environ 1 million de cpm/ml 
de tampon. 
1.9.4.3. Buvardage de type Southern 
Pour observer la fragmentation de l'ADN internucleosomal, l'ADN genomique extrait selon 
la methode decrite precedemment est separe par electrophorese sur gel d'agarose 2%. 
L'ADN genomique est alors transfere par capillarite sur une membrane Hybond N 
(Amersham) en utilisant du tampon SSC 20X. Apres transfert, la membrane est d'abord 
prehybridee au moins 3 h a 65°C dans du tampon de prehybridation (Tableau 11, annexes). 
La sonde marquee au a32P dCTP est alors denaturee puis ajoutee au tampon d'hybridation 
(Tableau 11, annexes). Apres hybridation pendant une nuit a 65°C, la membrane est lavee 2 
fois dans des conditions croissantes de stringence (Tableau 12, annexes). La membrane est 
ensuite exposee sur un film autoradiographique ou analysee en utilisant un phosphoimager 
(Molecular imager FX de la compagnie Biorad) et le logiciel d'analyse Quantity One 
(Biorad). 
1.9.4.4. Quantification des depots au phosphoimager 
Pour l'analyse de la fragmentation de l'ADN par buvardage de type Southern, chaque depot 
d'ADN genomique a ete quantifie sur gel avec un phosphoimager, a l'aide du logiciel 
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«Quantity one». Ceci est fait afin de s'assurer d'avoir des depots homogenes pour tous les 
echantillons. Pour la quantification, une « carre», de taille uniforme, est placee autour de 
chaque bande d'ADN. Ce volume qui englobe chaque depot d'ADN est identique pour tous 
les echantillons deposes. Le logiciel mesure ensuite l'intensite totale de tous les pixels dans 
un volume donne. Les donnees sont exprimees en CNT/mm (coups/mm ). 
1.9.5. Analyse phenotypique (degradation de la chlorophylle) 
Pour les analyses phenotypiques, les plantes ont ete cultivees selon un cycle photoperiodique 
jour/nuit de 12 h/12 h et un taux d'humidite maintenu a 60% le jour et 80% la nuit. Ces 
conditions de croissance favorisent la croissance foliaire. Apres 4-5 semaines, les feuilles 
sont prelevees (6 feuilles par plante) puis deposees dans des grandes boites de petri contenant 
du papier filtre (Whatman, Schleicher & Schuell n°l), imbibe avec de l'eau distillee afin de 
maintenir les feuilles en vie. Les feuilles sont ensuite photographiees puis traitees aux UV-C. 
Les boites de petri sont alors refermees avec du parafilm pour empecher 1'evaporation puis 
placees dans une chambre de croissance (Sanyo, modele MLR-350) en lumiere continue, a 
une temperature controlee de 22°C. Les feuilles sont a nouveau photographiees 4 jours plus 
tard. 
1.9.6. Essais de germination sur methyl viologen 
Le methyl viologen (Sigma-Aldrich) est un herbicide qui cible les chloroplastes et induit une 
MCP chez les plantes a travers la production de ROS. Pour les traitements au methyl 
viologen, l'herbicide est prealablement dissous dans de l'eau sterile, filtre puis melange au 
milieu de culture solide MS a une concentration finale de 0,2 uM. Les graines d'A. thaliana 
sont ensuite deposees sur le milieu puis placees a l'incubateur, en lumiere continue pendant 
10 jours. Les plantules sont ensuite photographiees. 
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1.9.7. Microscopie a fluorescence 
Afin de visualiser la mortalite cellulaire au niveau racinaire suite a un traitement aux rayons 
UV-C, des photographies de racines prises sur des plantules cultivees in vitro et agees de 5 
jours ont ete realisees en utilisant un microscope a fluorescence Axiolmager Zl (Carl Zeiss). 
Les plantules sont d'abord incubees pendant 5 min dans une solution contenant de l'iodure de 
propidium (IP, 2.78 uM) qui colore les noyaux des cellules mortes en rouge et du diacetate 
de fluoresceine (FDA, 50 uM) qui colore les cellules vivantes en vert. Les racines sont 
ensuite rincees 3 fois et observees au microscope qui est muni d'un apotome permettant de 
realiser des coupes optiques. L'image finale est reconstruite a l'aide du logiciel AxioVision 
LE V4.5. 
1.10. ANALYSES TRANSCRIPTIONNELLES 
1.10.1. Extraction d'ARN totaux 
Les ARN totaux ont ete isoles a partir de plantules d'A thaliana recoltees apres 12 jours de 
germination in vitro, avant et apres traitement aux UV-C, en utilisant deux methodes 
d'extraction differentes selon que TARN extrait etait utilise pour realiser des RT-PCR ou des 
buvardages de type Northern. 
1.10.1.1. Methode utilisee pour les RT-PCR 
Pour les RT-PCR, les ARN totaux ont ete extraits a partir de 0,2 g de matiere fraiche, 
prealablement congelee et broyee dans l'azote liquide, dans du Tri- Reagent (Sigma Aldricht) 
compose d'un melange de phenol et de guanidium isothiocianate. Apres ajout de 
chloroforme, le melange est centrifuge (12000 x g, 4°C, 10 min). Les ARN totaux sont alors 
precipites avec 1 volume d'isopropanol puis centrifuges (12000 x g, 4°C, 10 min). Le culot 
est alors lave avec de l'ethanol 75% puis repris dans de l'eau DEPC. Les ARN sont alors 
traites a la DNase (Promega), purifies avec 1 volume de phenol/chloroforme/isoamylalcool 
25:24:1 (v/v/v) et repris dans de l'eau DEPC. 
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1.10.1.2. Methode utilisee pour les buvardages de type Northern 
Pour realiser les buvardages de type Northern, les ARN totaux ont ete extraits a partir de 0,5 
g de matiere fraiche. Les plantules d'A thaliana ont d'abord ete broyees dans l'azote liquide. 
La poudre est ensuite transferee dans un melange prechauffe a 80°C contenant du tampon 
d'extraction (Tableau 13, annexes) et du phenol. Apres ajout de chloroforme/isoamylalcool 
24:1 (v/v) et centrifugation (15000 rpm, 4°C, 5 min), les ARN sont precipites avec 1 volume 
de LiCl 4 M. Le lendemain, l'ARN est centrifuge (15000 rpm, 4°C, 30 min) et le culot repris 
dans de l'eau DEPC. Apres purification avec 1 volume de phenol/chloroforme/isoamylalcool 
25:24:1 (v/v/v) et centrifugation, le surnageant est recupere et l'ARN est precipite avec 1/10 
de volume d'acetate de sodium 3 M, pH 5,6 et 2,5 volumes d'ethanol 100%. Le troisieme 
jour, l'ARN est centrifuge (15000 rpm, 4°C, 20 min) et le culot lave avec de l'ethanol 75%. 
Apres centrifugation (15000 rpm, 4°C, 5 min), le culot est repris dans de l'eau DEPC. 
1.10.2. RT-PCR 
Apres extraction (voir 10.1.1.), la reaction de synthese de l'ADNc par transcription inverse 
(RT) est realisee a partir de 2 \ig d'ARN totaux en utilisant 1'enzyme « AMV reverse 
transcriptase » (Promega). Les ARN totaux sont d'abord denatures pendant 5 min a 70°C en 
presence de 1 jag de poly(dT) (Promega). Apres 5 min sur glace, la reaction (25 ul) est 
effectuee en ajoutant le melange reactionnel: tampon pour la RT (IX), RNasine 40U, dNTP 
25 pmoles, RT (30U) pendant 90 mn a 42°C. Pour chaque reaction de PCR, 2 ul de la 
reaction de RT sont utilises (Tableau 4). 
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Tableau 4. Conditions utilisees pour les PCR. 
Conditions utilisees 
Cycle 1 (IX) 
Cycle 2 (22X) 
Cycle 3 (IX) 
Conditions utilisees 
Cycle 1 (IX) 
Cycle 2 (30X) 
Cycle 3 (IX) 
Conditions utilisee ] 
Cycle 1 (IX) 
Cycle 2 (30X) 
Cycle 3 (IX) 
Conditions utilisees 
Cycle 1 (IX) 
Cycle 2 (28X) 
Cycle 3 (IX) 
pour le gene TRXfl 
94°C, 4 min 
94°C, 30 sec 
63 °C, 30 sec 
72°C, 1 min 
72°C, 10 min 
pour le gene AtBI-1 
94°C, 4 min 
94°C, 30 sec 
57°C, 30 sec 
72°C, 1 min 
72°C, lOmin 
pour le gene Luc 
94°C,4min 
94°C, 30 sec 
57°C, 30 sec 
72°C, 1 min 
72°C, 10 min 
pour 1 'ARNR 18S 
94°C, 4 min , 
94°C, 30 sec 
60°C, 30 sec 
72°C, 1 min 
72°C, 10 min 
1.10.3. Buvardages de type Northern 
Les ARN totaux (20 |j.g), extraits selon la methode decrite precedemment (voir 10.1.2.) sont 
separes par electrophorese sur gel d'agarose 1,5% dans du tampon MOPS IX (acide 3-(N-
morpholino) propane sulfonique 0,2 M, acetate de sodium 3M, pH 5,6, EDTA 0,5 M, pH 
8.0), en presence de formaldehyde. Les ARN totaux sont ensuite transferees sur une 
membrane Hybond N (Amersham). Apres fixation aux UV-C, les ARN sont hybrides avec la 
sonde d'interet marquee avec du a P dCTP selon le protocole decrit precedemment. La 
sonde correspond a la region 3' UTR du gene AtBI-1 amplifiee par RT-PCR (Tableau 3). La 
membrane est d'abord prehybridee puis hybridee dans du tampon (Tableau 14, annexes) 
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contenant la sonde marquee. Apres hybridation pendant une nuit a 65°C, la membrane est 
alors lavee a 4 reprises dans des conditions de stringence croissantes (Tableau 15, annexes). 
La membrane est ensuite revelee de la meme maniere que celle decrite pour les Southern 
blot. 
1.11. LE CRIBLE DE MUTANTS 
1.11.1. Principe du crible de mutants base sur le promoteur du gene AtBI-1 
Le principe du crible de mutants repose sur l'analyse de plantes d'A. thaliana transformees 
avec le gene de la luciferase sous controle du promoteur du gene AtBI-1 (1.2.1), implique 
dans la MCP. Ce crible est en effet base sur l'analyse des variations de l'activite 
transcriptionnelle du gene de la luciferase suite a une induction de la MCP. Prealablement au 
crible, les graines issues de la plante transformee ont subit des mutations a l'EMS dans leur 
genome dans le but d'isoler chez les descendants des mutants deregules dans des voies de 
signalisation menant a 1'expression du gene rapporteur (Figure 18). 
5' 3 ' 
•"^• promoteur Luc+ ter • — 
Mutagenese 
EMS 
voies de signalisation ^ f l l luciferase modification 
en amont du gene ^ " * ^ de I'expression 
ferine' ^W + lucif ri  ^Sw emission de luminescence 
Figure 18. Representation schematique du modele experimental. Apres irradiation aux 
UV-C, les plantules transformees par la construction sont analysees a l'aide de la camera 
CCD afin de detecter la luminescence emise. Dans le cas de mutations au niveau de voies de 
signalisation menant a 1'expression du promoteur, la modification de son activite pourra etre 
detectee par observation des variations de luminescence. Luc, luciferase; ter, terminateur. 
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1.11.2. La collection de mutants contenant la luciferase sans promoteur 
Le crible de mutants d'A thaliana a ete realise a partir d'une collection d'insertion d'ADN-T 
(Alvarado et al, 2004) qui nous a ete fournie gracieusement par le laboratoire du Dr Laszlo 
Szabados (Institut de Biologie des plantes, Hongrie). Elle est constitute de 20261 lignees 
transgeniques transformees avec le vecteur pTluc (Figure 19) dont 1'ADN-T contient le gene 
de la luciferase sans promoteur et le gene hph qui confere la resistance a l'hygromycine (50 
ug/ml). Pour faciliter le crible de mutants, les graines issues de l'autofecondation des lignees 
transformees de generation Tl ont ete rassemblees par groupe de 100 dans des quantites 
similaires. 
Pvull 5.31 
Pstl 5.54 
Figure 19. Carte du vecteur pTluc. pg5, promoteur du gene 5 de 1'ADN-T; ori/pBR, 
origine de replication du plasmide pBR322; ApR, gene de resistance a l'ampicilline; pAg4, 
sequence signal 3' poly(A+) du gene 4 de 1'ADN-T; hph, gene de resistance a l'hygromycine; 
pnos, promoteur de la nopaline synthase; FFlucE9, gene de la luciferase; pAE93, region 3' 
polyA du gene E93. Tire de Alvarado et al., 2004. 
80 
1.12. DETECTION DE LA LUMINESCENCE 
Pour le crible de mutants, un systeme d'imagerie constitue d'une camera CCD (Charged 
Coupled Device, MicroMAX System, Roper Scientific) installe sur une chambre noire a ete 
utilise pour la detection de la bioluminescence emise par les plantules d'A thaliana 
transformees avec le gene de la luciferase (generation T2). Les plantules sont d'abord mises 
en culture en boite de petri sur du milieu MS solide (environ 1000 graines par boite de petri) 
pendant 10 a 12 jours. La bioluminescence est ensuite detectee suite a l'ajout de D-luciferine 
(Gold BioTechnology). La luciferase catalyse une reaction de decarboxylation qui conduit a 
remission d'un photon autour de 560 nm. La luciferine (2 mM) est d'abord pulverisee sur les 
plantules avant traitement aux UV-C. Celles-ci sont alors analysees avec la camera avant 
d'etre irradiees aux UV-C a une dose de 5 kJ/m2. Les plantules sont ensuite replacees dans le 
cabinet de croissance pendant 24 h avant d'etre analysees a nouveau. L'acquisition et 
l'analyse des images sont realisees a l'aide du logiciel d'imagerie winview/32 (Roper 
Scientific). 
1.13. QUANTIFICATION DE LA LUMINESCENCE 
Un luminometre a ete utilise (modele Sirius, Berthold) pour la quantification de la 
bioluminescence emise par les plantules d'A thaliana transformees avec le gene de la 
luciferase. Les plantules sont d'abord broyees dans l'azote liquide. L'extraction des proteines 
totales ainsi que la reaction enzymatique ont ete realisees a l'aide du kit « Luciferase Assay 
System » selon les recommandations de la compagnie Promega. 
1.14. CONFIRMATION DES LIGNEES D'INTERET 
Au cours du crible, les lignees d'A thaliana (generation T2) qui presentent une variation de 
luminescence suite au traitement aux UV-C sont ensuite repiquees en terre. A la generation 
suivante (T3), les graines issues de l'autofecondation des plantes repiquees sont mises en 
culture sur boite de petri puis analysees a la camera avant et apres induction pour confirmer 
les lignees d'interet qui repondent aux UV-C. 
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1.15. IDENTIFICATION DES JONCTIONS DE L'ADN-T 
Une fois le crible de mutant d'A thaliana effectue, 1'ADN genomique a ete extrait a partir de 
0,5 g de matiere fraiche provenant des lignees selectionnees en reponse aux UV-C. 
L'extraction a ete realisee selon la methode adaptee de celle decrite par Dean et al, 1992 
(voir section 9.3.1.). 
Afin de localiser les sites d'insertion de l'ADN-T au niveau du genome des plantes 
transformees, 2 techniques de PCR ont ete utilisees : la I-PCR (Inverse-PCR) et la TAIL-
PCR (Thermal Asymmetric Interlaced-PCR). 
1.15.1. Inverse PCR 
La technique I-PCR (figure 20) utilisee a ete adaptee de celle decrite dans Szabados et al, 
2002. 
* ; • r 
EcoRl
 EcoRl EcoRl 
Digestion 
PCR 
* 
Sequen^age 
Figure 20. Schema descriptif de la technique I-PCR. L'ADN genomique est digere avec 
1'enzyme de restriction EcoRl puis ligature. Pour la PCR, les amorces RB2 et RB4 ont ete 
utilisees pour 1'amplification de la jonction de la bordure droite (RB) tandis que les amorces 
LB1 et LB4 ont ete utilisee pour 1'amplification de la jonction de la bordure gauche (LB). 
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L'ADN genomique (2 ug) est d'abord digere avec l'enzyme de restriction EcoRl dont le site 
est present a l'interieur de l'ADN-T. L'ADN est alors precipite a avec 1/10 de volume 
d'acetate de sodium 3 M, pH 5,6 et 2 volumes d'ethanol 100% puis repris apres 
centrifugation dans 38 juil d'eau sterile. La moitie de l'ADN est alors circularise a l'aide de la 
T4 DNA ligase a 16°C pendant une nuit. Le lendemain, l'ADN est purifie avec 1 volume de 
phenol/chloroforme/isoamylalcool 25:24:1 (v/v/v), precipite a -20°C et repris finalement 
dans 10 ul d'eau sterile. La PCR est alors realisee a partir de 1 ul du produit de ligature en 
utilisant les amorces decrites dans le tableau 3. Les conditions de PCR sont decrites dans le 
tableau 5. 
Tableau 5. Conditions utilisees pour la I-PCR. 
Cycle 1 (IX) 
Cycle 2 (3 5X) 
Cycle 3 (IX) 
94°C, 4 min 
94°C,30sec 
60°C, 30 sec 
72°C, 5 min 
72°C, lOmin 
Apres avoir realise la PCR, une aliquote est depose sur gel d'agarose 1,5% afin de verifier la 
presence d'un produit d'amplification. 
1.15.2. TAIL-PCR 
La technique de TAIL-PCR (Figure 21) utilisee pour identifier les sites d'integration de 
l'ADN-T dans le genome d'A thaliana a ete adaptee a partir de celle decrite dans le 
protocole redige par John McElver (Weigel et Glazebrook, 2002). La methode consiste a 
realiser 3 rondes de PCR successives en utilisant en combinaison des amorces specifiques a 
l'ADN-T avec des amorces degenerees qui vont pouvoir s'hybrider sur la sequence 
genomique ft A. thaliana (Tableau 3). 
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LB1 LSI LB3 
P C R 1 : 
PCR2: 
PCR3: 
RB 
LB2et ADl-
LBlet AD1 
LB3et AD1 
Produit PCR 
* 
Sequencage 
Sequence genomique 
LB AD1 
Figure 21. Schema descriptif de la technique TAIL-PCR. Dans cet exemple, les amorces 
LB2, LB1 et LB3 specifiques a la bordure gauche (LB) de l'ADN-T sont utilisees 
successivement dans les 3 rondes de PCR en combinaison avec 1'amorce degeneree AD1. 
Adapte de Radhamony et al, 2005. 
La lere ronde de PCR est realisee a partir de 20 ng d'ADN genomique. Pour cette 
amplification, l'amorce LB2 qui est la plus eloignee de la jonction est utilisee en 
combinaison avec chacune des amorces degenerees (Tableau 3) selon les conditions du 
tableau 6. 
84 
Tableau 6. Conditions utilisees pour la lere ronde de TAIL-PCR. 
Cycle 1 (IX) 
Cycle 2 (5X) 
Cycle 3 (IX) 
Cycle4(15X) 
Cycle 5 (IX) 
94°C, 4 min 
94°C, 1 min 
65 C, 1 min 
72°C, 2.5 min 
94°C, 1 min 
25 C, 3 min 
72°C, 2.5 min 
94°C, 30 sec 
68°C, 1 min 
72°C, 2.5 min 
94°C, 30 sec 
68°C, 1 min 
72°C,2.5min 
94°C,30sec 
45°C, 1 min 
72°C, 2.5 min 
72°C, 5 min 
A la suite de la lere ronde de PCR, les echantillons sont dilues 1:50 dans de l'eau sterile. 
Deux ul du produit dilue sont alors utilises pour faire la seconde ronde de PCR. L'amorce 
LB1 est utilisee en combinaison avec chacune des amorces degenerees (Tableau 3) selon les 
conditions du tableau 7. L'amorce LB1 va permettre un enrichissement de la sequence 
d'interet au detriment des produits d'amplification non specifiques. 
Tableau 7. Conditions utilisees pour la 2 me ronde de TAIL-PCR. 
Cycle 1 (IX) 
Cycle2(15X) 
Cycle 3 (IX) 
94°C, 30 sec 
94°C, 30 sec 
68°C, 1 min 
72°C, 2.5 min 
94°C, 30 sec 
68°C, 1 min 
72°C, 2.5 min 
94°C, 30 sec 
45°C, 1 min 
72°C, 2.5 min 
72°C, 5 min 
Apres la 2eme ronde de PCR, une aliquote est deposee sur gel d'agarose 1.5%. A ce stade, en 
fonction de la qualite de 1'amplification, les produits PCR peuvent etre directement utilises 
pour le sequencage. Pour la 3eme ronde de PCR, les echantillons sont a nouveau dilues 50X et 
2 jLtl sont alors utilisees pour la troisieme ronde de PCR (Tableau 8). L'amorce LB3 est alors 
utilisee en combinaison avec chacune des amorces degenerees afin de favoriser de facon 
specifique 1'amplification du ou des fragments d'interet (Tableau 3). 
Tableau 8. Conditions utilisees pour la 3 me ronde de TAIL-PCR. 
Cycle 1 (IX) 
Cycle 2 (25X) 
94°C, 1 min 
94°C, 30 sec 
45°C, 1 min 
72°C,5min 
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1.15.3. Sequencage et identification des sites d'insertion 
Les produits PCR obtenues par I-PCR et TAIL-PCR ont par la suite ete sequences (Genome 
Quebec). L'identification des jonctions entre l'ADN-T et la sequence genomique d'A. 
thaliana a ete realisee par comparaison de sequence en utilisant les banques de donnee 
NCBI GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) et TAIR (http://wwww.arabidopsis.org). 
1.16. Detection histochimique GUS 
La detection de l'activite GUS au niveau des plantules d'A thaliana transformees avec le 
promoteur complet et les differentes deletions du gene AtBI-1 a ete realisee de facon 
classique en utilisant le substrat de la P-glucuronidase, le 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl- P-D-
glucuronide (X-GLUC) qui, apres oxydation, va former un precipite bleu visualisable 
directement au niveau des tissus vegetaux. 
Les plantules non traitees et traitees aux UV-C sont tout d'abord incubees 45 min dans une 
solution de fixation (0,37% formaldehyde, 10 mM MES, 300 raM mannitol) a temperature 
ambiante. Apres rin9ages, les plantules sont infiltrees sous vide pendant 5 min dans du 
tampon phosphate (50 mM) contenant le X-GLUC (0,5 mg/ml) puis incubees pendant 1 nuit 
a 37°C. Les plantules sont ensuite decolorees a plusieurs reprises dans l'ethanol 100% afin 
d'eliminer la chlorophylle avant d'etre observees et photographiees a la loupe binoculaire. 
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CHAPITRE 2 
RESULTATS 
2.1. MISE AU POINT D'UN CRIBLE DE MUTANT DE LA MCP BASE SUR LE 
PROMOTEUR DU GENE ATBI-1 ET ANALYSE FONCTIONNELLE DE SON 
PROMOTEUR 
2.1.1. Mise au point du crible de mutants de la MCP 
2.1.1.1. Induction de la MCP 
Au debut de ce projet, la premiere chose a faire consistait a trouver un inducteur de MCP 
adequat pour realiser le crible. II existe en effet plusieurs moyens pour induire la MCP chez 
les vegetaux. Le choix de l'inducteur etait soumis a deux imperatifs majeurs: celui-ci devait 
etre suffisamment efficace pour induire une MCP rapide chez un organisme entier comme A. 
thaliana, sans etre pour autant letal au niveau de la plante entiere. La realisation du crible 
impose en effet de pouvoir maintenir en vie les mutants selectionnes sur la base de la 
luminescence observee pour pouvoir analyser les descendants. En se basant sur la litterature, 
les UV-C et la camptothecine, un alcaloi'de qui inhibe la topoisomerase I, avaient ete choisis 
pour induire la MCP. Apres avoir realise quelques tests, les UV-C sont rapidement apparus 
comme une bonne alternative par leur facilite d'utilisation. 
2.1.1.1.1. Mise au point des conditions d'induction aux UV-C 
L'idee d'utiliser les UV-C comme inducteur reposait sur une etude qui avait montre que ces 
derniers, comme chez les animaux, etaient capable d'induire la MCP chez des plantes d'A 
thaliana, ceci par observation de la fragmentation de l'ADN (Danon et Gallois, 1998). Cette 
etude representait en fait la seule demonstration d'une induction de la MCP chez les plantes 
par les UV-C. Les resultats obtenus par cette equipe etaient interessants mais devaient etre 
verifies. Nous avons done essaye de demontrer que les UV-C pouvaient effectivement 
induire une mise en place de la MCP chez A. thaliana. 
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2.1.1.1.2. Fragmentation de l'ADN internucleosomal 
L'observation de la fragmentation a ete realisee par buvardage de type Southern. Differentes 
inductions ont ete faites notamment pour des doses allant de 5 a 50 kJ/m2. Les plantes ont ete 
recoltees apres 10-12 jours de germination puis l'ADN extrait entre les temps 0 (recolte 
suivant immediatement l'induction) et 120 h soit 5 jours apres l'induction. Le temps 0 sert de 
temoin afin de montrer que les UV-C n'ont pas d'effet direct sur la fragmentation observee 
(Figure 22). 
Dose en kJ/m2 
S 10 20 SO 
Figure 22. Observation de la fragmentation de l'ADN sur des plantules d'A thaliana 
traitees aux UV-C. Apres electrophorese, l'ADN genomique a ete hybride avec la sonde 
marquee au 32P (ADN genomique digere avec Mbol) puis analyse en utilisant un 
phosphoimager. A) fragmentation de l'ADN observee apres irradiation aux UV-C a une dose 
de 50 kJ/m2 de plantules agees de 12 jours (C, temoin, non traite aux UV-C); B) 
fragmentation de l'ADN observee 48 h apres traitement sur des plantules agees de 12 jours, 
irradiees a des doses de 5,10,20 et 50 kJ/m2. L, marqueur de taille. 
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La fragmentation de l'ADN a ainsi pu etre montree pour differentes doses d'UV-C testees, 
allant de 5 a 50 kJ/m2 (Figure 22A et B). L'ADN du temoin, non traite aux UV-C, ne 
presente aucune fragmentation ou degradation. A 50 kJ/m , l'observation de l'ADN extrait 
des plantes, immediatement apres irradiation (temps 0) permet egalement d'etablir que les 
UV-C n'ont aucun effet direct sur une eventuelle fragmentation de l'ADN. Celle-ci apparait 
12 h apres induction et augmente progressivement au cours du temps, indiquant une 
regulation du processus (Figure 22A). L'ADN finit ensuite par etre degrade majoritairement 
apres 4 jours (96 h). Le marqueur de taille utilise (100 pb DNA Ladder) au cours de la 
migration confirme que les fragments observes forment des multiples d'environ 180 pb. 
Ces resultats appuient done l'hypothese que les UV-C sont capables d'induire une MCP chez 
les plantes. Ceci etait jusqu'a present le cas au niveau des cellules animales mais restait 
discutable en ce qui concerne les cellules vegetales, si on se basait uniquement sur les 
resultats obtenus par Danon et Gallois, 1998. 
2.1.1.1.3. Observation des plantes traitees aux UV-C 
Apres traitement des plantes d'A thaliana aux UV-C, les symptomes accompagnant la mise 
en place de la MCP sont marques par une degradation de la chlorophylle. Celle-ci apparait 
progressivement au cours du temps, et s'apparente, par son aspect, a un phenotype de 
senescence (Figure 23). 
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Figure 23. Phenotype des plantules d'A thaliana traitees aux UV-C. Les plantules ont ete 
irradiees a des doses allant de 5 a 50 kJ/ m , puis photographiees apres 5 jours. 
Pour effectuer le crible de mutants, la dose utilisee pour le traitement aux UV-C devait etre 
suffisante pour induire une MCP au niveau cellulaire tout en etant non letale pour la plante 
entiere. Aux differentes doses testees, les observations realisees montrent que les plantules 
survivent tres bien et reprennent leur croissance entre 5 et 10 kJ/m2, reprennent difficilement 
leur croissance a 20 kJ/m et meurent majoritairement a 50 kJ/m . Suite aux differents tests, 
la dose minimale experimentee qui etait de 5 kJ/m a done ete choisie pour induire la MCP 
au cours du crible. Celle-ci s'est en effet revelee suffisante pour induire une MCP, a travers 
1'observation de la fragmentation de l'ADN, sans pour autant toucher a l'integrite de la 
plante. 
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2.1.1.2. Selection et clonage du promoteur du gene AtBI-1 
2.1.1.2.1. Le gene AtBI-1 
L'efficacite du crible reposait sur deux necessities, a savoir l'utilisation d'un promoteur fort et 
controlant un gene directement implique dans la regulation de la MCP chez les plantes. 
Contrairement a l'apoptose animale, tres peu de genes impliques dans la regulation de la 
MCP chez les plantes avaient ete identifies. Apres avoir analyse la litterature, le choix s'etait 
done naturellement porte sur le gene AtBI-1 dont l'implication directe dans la MCP avait ete 
demontree a de nombreuses reprises. II restait a analyser l'activite de ce gene suite a une 
induction aux UV-C. 
2.1.1.2.2. Analyse de I'expression du gene AtBI-1 
Dans des situations de stress pouvant aboutir a une mise en place de la MCP, l'expression du 
gene AtBI-1 et de ses homologues chez les plantes se retrouve, la plupart du temps, induite 
(voir introduction). Ce gene est un inhibiteur de MCP et l'augmentation de son niveau dans 
les plantes aurait pour role d'attenuer ou de contrebalancer la MCP mise en place, afin de 
garantir un certain equilibre et d'eviter que « la machine ne s'emballe ». 
Pour evaluer le comportement du gene AtBI-1 dans les plantes d'A. thaliana suite a une 
induction de la MCP par les UV-C, des transferts de type Northern ont ete realisees en 
utilisant comme sonde de detection, la region 3' UTR du gene AtBI-1 (Figure 24). La 
sequence correspondant au 3'UTR a ete choisie car le genome d'A. thaliana possede trois 
genes codant pour des membres de la famille AtBI, lesquels presentent entre eux une forte 
homologie de sequence. 
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Figure 24. Expression du gene'y4^!fi/-i chez A thaliana en reponse aux UV-C. Les profils 
d'expression du gene AtBI-1 ont ete analyses par transfert de type Northern a partir de 20 ug 
d'ARN totaux. A) Expression du gene AtBI-1 apres irradiation a 10 kJ/m2; B) Expression du 
gene AtBI-1 a 50 kJ/m2; C) Analyse d'expression du gene AtBI-1, 48h apres induction aux 
UV-C a des doses de 1, 5, 10, 20 et 50 kJ/m2. C, temoin non traite. L'ARN 25S, colore au 
bromure d'ethidium a ete utilise comme temoin approximatif des quantites deposees dans les 
puits. 
L'analyse des profils d'expression du gene AtBI-1 a permis de constater que ce gene etait 
fortement regule suite a une induction de la MCP par les UV-C. Le niveau d'accumulation 
des ARNm augmente fortement entre 6 et 12 heures apres traitement des plantules d'A. 
thaliana aux UV-C et semble atteindre un pic d'expression 48h apres traitement (Figure 24A 
et B). Son niveau d'expression parait ensuite diminuer legerement mais se maintient tout de 
meme a un niveau relativement eleve, au moins jusqu'a cinq jours (120 heures) apres 
traitement aux UV-C (Figure 24A et B). De plus, il est possible que le niveau d'induction du 
gene AtBI-1 par les UV-C soit correle a la dose administree, tout du moins pour des doses 
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comprises entre 1 et 10 kJ/m (Figure 24C). A partir de 10 kJ/m , l'expression du gene AtBI-
1, observee 48 h apres traitement aux UV-C, atteint un maximum, independamment de la 
dose utilisee (Figure 24C). 
Ces analyses d'expression confirment done que le gene AtBI-1, implique dans la MCP, est 
regule positivement suite a un traitement aux UV-C chez A. thaliana. L'augmentation de son 
activite transcriptionnelle en reponse aux UV-C corrobore les differentes etudes qui ont 
montre que l'expression du gene BI-1 etait induite au cours de differents stress, notamment 
abiotiques, pouvant conduire a la mise en place de la MCP. 
2.1.1.3. Selection du promoteur, clonage et transformation vegetale 
Apres avoir montre que le gene AtBI-1 etait regule par les UV-C, sa region promotrice, a ete 
isolee par PCR sur une region d*environ 1000 pb en amont du gene a ete fusionnee avec le 
gene Luc codant pour la luciferase. Apres transformation, les plantes ont ete selectionnees in 
vitro sur un milieu de germination selectif contenant 1'herbicide Basta. Le taux de 
transformation a ete d'environ 2,2%, ce qui est conforme aux rendements habituellement 
observes. 
2.1.1.4. Selection et analyse des lignees transgeniques 
Apres selection sur Basta, 100 plantes transformees (Tl), nominees PL1 a PL100, ont ete 
repiquees en terre afin d'obtenir la generation suivante. Des PCR ont egalement ete realisees 
sur de l'ADN genomique extrait a partir de feuilles prelevees sur une partie des plantes en 
terre et ont confirme l'integration de l'ADN-T (resultats non montres). L'analyse des 
descendants (T2) sur Basta a permis d'isoler 43 lignees transformees qui presentaient une 
segregation de type 3:1 sur les 100 lignees selectionnees au depart, et done susceptibles de 
contenir une seule insertion. 
Afin de s'assurer que le gene Luc etait effectivement exprime, des RT-PCR ont ete realisees 
sur les 43 lignees transformees (T2). Les resultats, non montres ici, ont revele que le gene 
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codant pour la luciferase etait exprime apres induction par les UV-C mais plus faiblement 
que le gene AtBI-1. Etant donne qu'en moyenne, a la generation T2, les boites de petri de 
type 3:1 comportent % de plantes sensibles qui n'ont pas le gene codant pour la luciferase, il 
est en realite difficile d'avoir une idee reelle du niveau d'expression de ce gene. Ces RT-PCR 
ont permis de retenir 5 lignees transformees parmi les 43 prealablement selectionnees dont 
l'expression semblait, de facon generate, plus forte, a savoir les lignees 2PL20,2PL7,2PL35, 
2PL66 et 2PL71 (T2). A la generation suivante (T3), une quantification de la luminescence 
emise par ces 5 lignees, selectionnees a l'etat homozygote, a ete realisee, au luminometre, 
avant et apres traitement par les UV-C (Figure 25). 
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Figure 25. Luminescence emise par les 5 lignees transformees. Les quantifications ont ete 
realisees au luminometre a partir de 10 fig de proteines totales extraites des lignees 3PL20D, 
3PL71E, 3PL35C, 3PL66E et 3PL7C, avant irradiation (temoin) et 24 h apres traitement aux 
UV-C a une dose de 10 kJ/m2. Col-0, type sauvage non transforme. RLU, « Relative Light 
Unit». 
Les resultats obtenus montrent que, la luciferase produite est fonctionnelle puisqu'une 
activite enzymatique est detectee pour chacune des lignees transformees. L'activite de la 
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luciferase est differente d'une lignee a l'autre. Cette difference est possiblement attribuable 
au site d'insertion de l'ADN-T dans leur genome. 
Parmi les 5 lignees analysees, la lignee 3PL20D montre la plus forte activite luciferase. Dans 
cette lignee, une cinetique d'expression a ete realisee par RT-PCR (figure 26) afin d'evaluer 
le comportement du gene Luc par rapport au gene AtBI-1, suite a un traitement par les UV-C. 
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AtBI-1 
ARN 25S 
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Figure 26. Expression du gene Luc dans la lignee 3PL20D. Les ARN totaux ont ete 
extraits a partir de plantes irradiees a une dose de 10 kJ/m2. Les RT-PCR ont ete realisees 12 
h et 24 h apres traitement. C, temoin non traite. L'ARN 25S, colore au bromure d'ethidium a 
ete utilise comme controle approximatif de chargement des puits. 
Comme pour le gene AtBI-1, Vanalyse transcriptionnelle montre une induction du gene Luc 
apres traitement par les UV-C. Par contre, les ARNm correspondant au gene de la luciferase 
sont faiblement transcrits par rapport a ceux du gene AtBI-1. La region promotrice du gene 
AtBI-1 selectionnee apparait tout de meme suffisante pour maintenir la regulation par les 
UV-C. 
La quantification de la luminescence emise dans la lignee 3PL20D, apres traitement par les 
UV-C (Figure 27) montre egalement une augmentation croissante de l'activite luciferase, au 
cours du temps. 
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Figure 27. Luminescence emise par la lignee 3PL20D. Les mesures ont ete realisees au 
luminometre a partir de 10 \ag de proteines totales extraites de la lignee 3PL20D avant 
irradiation (c) et 6 h, 12 h, 24 h et 48 h apres traitement aux UV-C a une dose de 5 kJ/m . 
RLU, « Relative Light Unit ». 
D'apres ces resultats, la region promotrice du gene AtBI-1, selectionnee pour le crible est 
effectivement fonctionnelle. Sa regulation par les UV-C est maintenue dans les plantes 
transformees et la luciferase produite est fonctionnelle. 
Au cours du crible de mutants, la detection de la luminescence emise est faite a l'aide d'une 
camera. Des essais de detection ont done ete realises avec la lignee 3PL20D avant et apres 
traitement par les UV-C (figure 28). 
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Figure 28. Detection de la luminescence emise par la lignee 3PL20D avec la camera. A) 
fluorescence chlorophyllienne observee avec la camera CCD; B) Analyse de la luminescence 
de la lignee 3PL20D avant traitement aux UV-C, apres 10 min d'acquisition; C) 
Luminescence emise par la lignee 3PL20D, 24 h apres irradiation a une dose de 5 kJ/nr (10 
min d'acquisition). 
Finalement, la lignee homozygote 3PL20D a ete analysee par buvardage de type Southern 
afin de confirmer le nombre de copies de l'ADN-T insere dans son genome. Apres 
hybridation, l'analyse a permis de determiner que la lignee 3PL20D presentait une seule 
bande pour chacune des deux digestions, correspondant a une insertion simple de la 
construction dans son genome (Figure 29). 
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Figure 29. Determination du nombre d'insertion dans la lignee 4PL20D par buvardage 
de type Southern. Apres extraction, l'ADN genomique est digere avec les enzymes de 
restriction Xhol et BamHl puis hybride avec une sonde marquee au P correspondant au 
gene Luc. X, Xhol; B, BamHl; C, Col-0; L, marqueur de taille (1 kb DNA ladder); Bar, gene 
de resistance a l'herbicide Basta; Luc, luciferase; ?AtBI-l, promoteur du gene AtBI-1. 
A ce stade, la mise au point du crible est terminee. Les conditions d'induction de la MCP par 
les UV-C ont ete etablies. De plus, la sequence promotrice du gene AtBI-1 utilisee pour 
realiser la construction regule effectivement le gene de la luciferase suite a une induction par 
les UV-C. Enfin, la lignee 3PL20D selectionnee pour le crible presente une seule insertion de 
la construction et la luminescence emise apres irradiation est detectable par la camera. 
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2.1.2. Etude fonctionnelle du promoteur du gentAtBI-1 
2.1.2.1. Deletions du promoteur 
Le gene AtBI-1 etant regule au cours de la MCP induite par les UV-C, nous avons entrepris 
d'analyser de plus pres sa region promotrice afin d'identifier des elements susceptibles 
d'intervenir dans son controle. Pour y parvenir, des deletions en 5' ont ete effectuees sur la 
region promotrice qui avait ete choisie pour la mise au point du crible. Ces deletions ont ete 
faites en utilisant les sites de restriction presents dans sa sequence. Les differentes deletions 
du promoteur ont done ete realisees a -900 pb (5g/IIA), -814 pb (BglllB), -544 pb (EcoRI) et -
329 pb (Hindlll) du debut de la region promotrice selectionn6e (Figure 30). Les quatre 
deletions ainsi que le promoteur ont ensuite ete clones en amont du gene rapporteur GUS. 
Des plantes d'A thaliana ont alors ete transformees separement avec chacune des 
constructions realisees. 
,„«„ u PAtBi-i +1 Gt/5(2300pb) nos 
1 0 1 0
 Pb 1 - tJti'ii Promoteur complet 
8 1 4
 ^-^^^mmmm^mmm BglU. 
5 4 4
 Pb - b - a ^ ^ . ^ - — — EcoRl 
+1 
3 2 9 p b - w _ J t — HinAlll 
Figure 30. Representation schematique des differentes deletions realisees dans la region 
promotrice du gene ,4/2J/-i. P'AtBI-1, promoteur du gem AtBI-1; GUS, gene codant pour la 
^-glucuronidase; ter, terminateur. 
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2.1.2.2. Selection et analyse des lignees transformers 
2.1.2.2.1. Selection des lignees 
A la suite de la transformation, les graines obtenues (generation Tl) ont ete recoltees puis 
semees in vitro sur un milieu de germination selectif contenant de Phygromycine afin de 
selectionner les plantes transformees. Pour chacune des 5 constructions, 20 plantes 
transformees (generation Tl.) ont ete repiquees en terre. A la generation suivante (T2), seules 
les lignees qui presentaient une segregation de type 3:1 sur hygromycine, correspondant a 
priori a une seule insertion, ont ete conservees pour les colorations histochimiques GUS. 
2.1.2.2.2. Analyse histochimique GUS 
Pour realiser les colorations GUS, les lignees de segregation 3:1 ont ete mises a germer sur 
hygromycine afin d'eliminer les plantes non transformees. Pour chaque construction, les 
lignees transformees ont subi un test de coloration GUS avant et apres traitement aux UV-C. 
Un profil de coloration GUS a ensuite ete etabli (Figure 31). Pour chaque construction, le 
profil obtenu est representatif d'au moins trois lignees independantes. 
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Figure 31. Analyse histochimique GUS realisee sur les lignees transformers. Les 
plantules contenant les differentes constructions ont ete analysees avant irradiation (Temoin) 
et 24 h apres traitement aux UV-C a une dose de 10 kJ/m2. A) Promoteur «complet»; B) 
Deletion BglUA; C) Deletion BglHB; D) Deletion EcoRl; E) Deletion Hindlll. 
Pour l'ensemble des 5 constructions, le precipite bleu produit a la suite de l'hydrolyse du 
substrat X-Gluc apparait localise dans l'ensemble des tissus a l'exception des racines. 
Dans le cas du promoteur non delete, le profil de coloration GUS obtenu (figure 31 A), 
representatif de 4 lignees independantes, montre une apparition de la coloration GUS 24 h 
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apres traitement par les UV-C. Ceci concorde avec les resultats obtenus precedemment avec 
la luciferase, a savoir que la region promotrice selectionnee pour la construction est 
effectivement regulee par les UV-C. Par contre, la coloration obtenue apres irradiation 
apparait faible. Lors de la mise au point du crible de mutants (Figure 26), le gene de la 
luciferase, sous controle du meme promoteur, apparaissait deja beaucoup moins exprime par 
rapport au gene AtBI-1, suggerant que certains elements du promoteur, fonctionnant 
vraisemblablement a distance, etaient absents de la sequence selectionnee. 
Au niveau de la deletion Bglll^, le profil de coloration GUS observe (Figure 3IB) est 
representatif de 3 lignees independantes. Comme dans le cas du promoteur non delete (Figure 
31 A), on observe une apparition de la coloration bleue 24 h apres traitement par les UV-C. 
La region du promoteur responsable de la regulation par les UV-C est done toujours presente 
suite a cette premiere deletion. 
Pour les lignees contenant la deletion Bglll^, on peut observer que le profil de coloration est 
modifie. La coloration GUS est presente, cette fois ci, a la fois dans le temoin et suite au 
traitement par les UV-C (Figure 31C). La coloration ne varie pas suite a 1'irradiation, ce qui 
indique une perte de regulation du promoteur par les UV-C. Ce resultat a ete obtenu de facon 
similaire pour 5 lignees independantes. 
Pour les deux dernieres deletions, EcoRl et Hindlll, on observe un profil de coloration 
similaire a celui obtenu pour la deletion Bgllls- Les colorations observees (Figure 3ID et E) 
sont representatives de 6 (pour EcoRl) et 8 (pour Hindlll) lignees independantes. Comme 
dans le cas de la deletion BglllB., la presence d'une coloration GUS avant traitement par les 
UV-C confirme la perte de regulation du promoteur par les UV-C. De plus, la coloration 
obtenue pour ces deletions apparait identique avant et apres traitement par les UV-C. Si on se 
base sur la coloration, le gene GUS montre a priori un niveau d'expression similaire a celui 
observe apres la deletion 5g/IlB. 
103 
D'apres ces resultats, l'absence de la region promotrice comprise entre les sites de restriction 
BglllA et Bgllls, entraine une perte de la regulation par les UV-C. En effet, la coloration 
bleue, deja presente avant irradiation ne varie pas apres traitement par les UV-C. 
L'expression du gene GUS apparait done constitutive. Ces resultats suggerent done la 
presence d'une region dans le fragment de deletion Bgllls qui pourrait reguler negativement 
l'expression du gene AtBI-1 en absence d'induction par les UV-C. Le promoteur du gene 
AtBI-1 serait done, en dehors de toute induction, reprime au niveau de cette region. Suite a un 
stress comme les UV-C, pouvant potentiellement entrainer la mise en place de la MCP, cette 
repression serait done levee afin que le gene puisse etre exprime. Par contre, la coloration 
GUS, devrait etre identique a ce qu'on observe apres induction dans le promoteur complet 
Elle apparait, de fait, beaucoup plus intense lorsque l'element regulateur est absent. Cette 
difference d'intensite peut s'expliquer par le fait que la proteine GUS, lorsqu'elle est 
exprimee dans des cellules vegetales, possede une lA vie comprise entre 2 et 3 jours 
(Jefferson et al, 1997). A partir de la deletion Bgll^ l'expression constitutive du gene GUS 
entraine possiblement une forte accumulation de la proteine dans les cellules ayant pour 
consequence la coloration intense observee. 
2.2. IMPLICATION DU GENE TRXF1 DANS LA MCP 
2.2.1. Criblage de la collection 
Parallelement au travail decrit dans la premiere partie de ce chapitre, un crible a ete realise a 
partir de la collection d'insertion ADN-T, contenant le gene codant pour la luciferase sans 
promoteur, afin d'identifier des genes regules par les UV-C et potentiellement impliques 
dans la MCP (pour la description, voir partie 1.11.2.). L'ADN-T etant integre au hasard dans 
le genome des plantes transformees, le gene codant pour la luciferase, depourvu de 
promoteur, peut etre exprime lorsqu'il est situe a proximite d'une region promotrice du 
genome d'A thaliana. Dans l'optique d'identifier des genes potentiellement impliquees dans 
la MCP, le crible a ete effectue en se basant sur la detection des changements d'expression 
du gene codant pour la luciferase lorsque ce dernier est integre a proximite d'une region 
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promotrice regule par les UV-C (Figure 32), l'objectif etant de cribler cette collection 
d'insertion aleatoire dans des conditions d'induction de la MCP par les UV-C. 
pi omoleiir 
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Figure 32. Principe du crible. Apres traitement aux UV-C, la luminescence est detectee par 
la camera dans le cas ou le gene de la luciferase est integre a proximite d'un promoteur 
regule par les UV-C. 
La collection de mutants a done ete criblee (crible primaire) avant et apres traitement aux 
UV-C a une dose de 5 kJ/m2 a l'aide de la camera CCD afin de detecter les emissions de 
luminescence (generation T2). Cette approche a permis d'isoler 42 lignees sur un total de 100 
pools analysees, soit environ 10 000 lignees independantes. Parmi ces lignees, qui presentent 
une induction ou une repression de la luminescence apres un traitement aux UV-C, 15 
lignees ont ete selectionnees parmi celles qui presentaient les variations de luminescence les 
plus importantes (Figure 33). 
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Figure 33. Crible de la collection d'insertion ADN-T. Exemple avec la lignee TL-72. A), 
fluorescence naturelle emise par la chlorophylle; B), luminescence observee avant traitement 
aux UV-C (temoin); C), luminescence observee 24 h apres traitement aux UV-C a une dose 
de 5 kJ/m . L'expression de la luciferase est reprimee suite a un traitement par les UV-C. 
Au cours du crible primaire, les lignees selectionnees en fonction des variations de 
luminescence observees ont ete systematiquement repiquees en terre pour obtenir la 
generation suivante (T3). Un crible secondaire a alors ete effectue sur les descendants afin de 
selectionner et confirmer les lignees positives du crible primaire (Figure 34). 
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Figure 34. Confirmation de la luminescence observee avec la lignee TL-72. 1), 
fluorescence naturelle de la chlorophylle; 2), luminescence observee avant traitement aux 
UV-C (temoin); C et F), luminescence observee 24 h apres traitement aux UV-C a une dose 
de 5 kJ/m2; Les lignees qui presentaient une variation de luminescence (T2) apres traitement 
aux UV-C sont a nouveau analysees a la generation suivante (T3). Dans la lignee TL-72H, 
les lignees A, D et H (2) sont egalement reprimees apres traitement aux UV-C (3). 
2.2.2. Identification des mutants 
Afin de localiser les insertions ADN-T daris le genome des lignees selectionnees, les 
techniques de TAIL-PCR et I-PCR ont ete utilisees. Apres sequencage des jonctions entre 
l'ADN-T et la sequence genomique, le site d'insertion a pu etre identifie pour dix d'entres 
elles (Tableau 9). Le nombre d'insertion reste cependant theorique car il resulte des donnees 
issues du sequen9age et non d'une analyse par transfer! de Southern. II est en effet possible 
que certaines jonctions n'aient pas pu etre amplifiees par les deux techniques de PCR 
utilisees en raison de rearrangements ou de deletion au moment de la transformation. 
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Tableau 9. Identification du site d'insertion dans les 10 lignees apres sequencage des 
jonctions. 
Lignee 
TL-32I 
TL-55A 
TL-56A 
TL-36J 
TL-97A 
TL-91F 
TL-6H 
TL-72H 
TL-2P 
TL-63C 
Nombre 
insertion 
1 
1 
1 
2 
2 
2 
2 
1 
1 
2 
Localisation de l'insertion par sequencage 
promoteur du gene Atlg24150 (jonctions cellulaires) 
promoteur du gene At5g51560 (proteine kinase) 
intergenique 
intergeniques 
promoteur des genes At2g29210 (£pissage) et Atlg29920 (associe au PS II) 
gene At3g25950 (fonction inconnue) et region intergenique 
gene Atlg63640 (kinesin) et promoteur du gene At2g05520 (GRP-3) 
5'UTR du gene At3g02730 (Trxfl) 
intergenique 
gene Atlg29530 (fonction inconnue) et gene At2g27360 (lipase) 
luminescence 
Induction 
Induction 
Repression 
Induction 
Repression 
Induction 
Induction 
Repression 
Repression 
Repression 
Parmi ces lignees, seule la lignee TL-97A qui presente une repression de la luminescence 
(Tableau 9) a la camera possede un phenotype particulier marque par un gigantisme de la 
plante. Les autres lignees presentent un phenotype identique a celui du type sauvage, Col-0. 
2.2.3. La lignee TL-72H 
2.2.3.1. Localisation de l'insertion 
Parmi les dix lignees identifiees (Tableau 9), cinq d'entre elles presentent au moins deux 
insertions ADN-T dans leur genome, rendant plus fastidieuse la caracterisation des genes 
ainsi etiquetes. De meme, la presence d'insertion ADN-T dans des regions intergeniques 
pour quatre lignees complique egalement une eventuelle caracterisation. Sur les trois lignees 
restantes, possedant a priori une seule insertion, le choix s'est porte sur la lignee TL-72 qui 
presente une repression de l'activite luciferase suite a un traitement aux UV-C. Dans ce 
mutant, l'insertion a ete localisee dans le chromosome 3. La jonction est situee plus 
exactement 43 nucleotides en amont de l'ATG, dans la region 5'UTR du gene Trx fl qui 
code pour une thioredoxine chloroplastique (Figure 35). L'interet pour cette lignee vient du 
fait que la thioredoxine identifiee en reponse aux UV-C appartient a une famille de proteines 
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impliquees dans de nombreux processus dont la protection contre le stress oxydatif, la 
defense contre les agents pathogenes ou l'apoptose chez les animaux (voir introduction, 
partie B). 
Figure 35. Localisation de l'insertion ADN-T dans la lignee TL-72. Luc, luciferase; hph, 
gene de resistance a l'hygromycine; ApR, gene de resistance a l'ampicilline; UTR, region 
non traduite. 
A la suite d'un traitement aux UV-C, la lignee TL-72 presente une repression marquee de la 
luminescence emise et done du gene codant pour la luciferase (Figure 34). L'analyse de 
segregation (T2) a montre que cette lignee etait de type 3:1, signifiant qu'elle possedait 
vraisemblablement une seule insertion. A la generation suivante (T3), la lignee TL-72H 
(Figure 34), homozygote pour l'insertion, a ete utilisee pour la suite des experiences. 
2.2.3.2. Verification du nombre d'insertion 
La lignee TL-72H a ete analysee par buvardage de type Southern afin de s'assurer qu'elle 
presentait effectivement une seule insertion (Figure 36). Apres extraction, l'ADN genomique 
a ete digere avec les enzymes de restriction Sail, EcoRl et EcoRV, puis hybride avec une 
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sonde marquee au P correspondant au gene codant pour la luciferase. La digestion realisee 
avec les enzymes de restriction EcoRI et EcoRW dont les sites sont presents dans le gene 
codant pour la luciferase, presente, apres hybridation, deux bandes correspondant a la 
reconnaissance par la sonde des deux fragments issus de la digestion du gene Luc. Dans le 
cas de Penzyme de restriction Sail, qui coupe une fois a l'interieur de l'ADN-T, mais cette 
fois-ci en dehors du gene codant pour la luciferase, une seule bande est observee apres 
hybridation avec la sonde. La presence de deux bandes pour les digestions EcoRI et EcoRV 
et d'une seule pour la digestion Sail confirme done la presence d'une seule insertion dans la 
lignee TL-72H. 
C 72H S EV EI 
10 kb 
2.5 kb 
1.5 kb 
0.5 kb 
f^HF ^^ t^  
San EcoRI EcoRV EcoRI EcoRI 
RB R B / 1 1 / I LB V .1. I ... / I jf 
• v- Luc • •\\: ^ ^ — hph ApR — _ I 
ADN-T: 8.1 kb 
Figure 36. Determination du nombre d'insertion presentes dans la lignee TL-72H par 
buvardage de type Southern. C, Col-0; 72H, lignee TL-72H non digeree; S, Sail; EV, 
EcoRV; EI, EcoRI; Luc, luciferase; hph, gene de resistance a l'hygromycine; ApR, gene de 
resistance a l'ampicilline. 
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2.2.3.3. Analyse d'expression du gene Trxfl 
Le gene codant pour la luciferase etant reprime suite a un traitement aux UV-C, l'expression 
du gene Trxfl a done ete analysee par RT-PCR semi-quantitative en utilisant comme temoin 
interne le gene codant pour 1' ARNR 18S (Figure 37). 
Col-0 NT Col-0 UV-C TL-72H NT TL-72H UV-C 
Temps apres UV-C (h) 1 24 36 48 1 24 36 48 1 24 36 48 1 24 36 48 
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Figure 37. Analyse de l'expression du gene Trxfl par RT-PCR semi-quantitative. Les 
ARN totaux ont ete extraits a partir de plantules non traitees aux UV-C (NT) et irradiees a 
une dose de 50 kJ/m2. Les RT-PCR ont ete realisees apres 1, 24, 36 et 48 h. L 'ARNR 18S a 
ete utilise comme temoin interne. Pour les PCR, 22 cycles ont ete realises pour Trxfl et 28 
cycles pour 1'ARNR 18S. 
Comme pour le gene codant pour la luciferase, l'expression du gene Trxfl est reprimee suite 
au traitement par les UV-C dans le type sauvage (Col-0). Dans le mutant TL-72H, 
l'expression de Trx fl est fortement affectee, voir quasi nulle, en raison de la presence de 
1'insertion dans la region 5'UTR, par rapport au type sauvage (Figure 37). L'expression, 
presque nulle avant irradiation, devient indetectable apres traitement aux UV-C. La lignee 
TL-72H, mutee pour le gene Trxfl, represente done un excellent outil afin d'analyser le role 
eventuel de ce gene dans la MCP mise en place par un traitement aux UV-C. 
Trxfl 
ARNR 18S 
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2.2.4. Mutation du gene Trxfl et niveau de mortalite des plantes 
Dans le but d'evaluer le role eventuel du gene Trxfl sur le niveau de mortalite de la lignee 
TL-72H par rapport au type sauvage suite a une irradiation aux UV-C, des colorations au 
bleu d'Evans ont ete realisees sur des plantules agees de 5 jours (Figure 38). 
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Figure 38. Detection de la mort cellulaire apres coloration au bleu d'Evans. Les 
plantules agees de 5 jours ont ete colorees avant irradiation (temoin) et 24 h apres traitement 
aux UV-C a une dose de 30 kJ/m 
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De facon generate, malgre une certaine variabilite de reponse decoulant du traitement, la 
lignee TL-72H a tendance a presenter une coloration bleue au niveau des cotyledons qui est 
plus importante que celle obtenue pour le type sauvage (Col-0) suite au traitement par les 
UV-C. La lignee TL-72H parait affectee sur une plus grande etendue foliaire. Dans les deux 
lignees (Col-0 et TL-72H), les racines se retrouvent egalement colorees apres irradiation. La 
coloration au bleu d'Evans se retrouve fixee sur l'ensemble de la racine et parait uniforme. II 
est done difficile de conclure sur ce point. D'apres ces resultats, la mortalite occasionnee par 
le traitement aux UV-C apparait done plus importante dans la lignee TL-72H, du moins au 
niveau des cotyledons. Afin de quantifier la mortalite observee, un dosage du bleu d'Evans 
fixe au niveau des cellules mortes a ete effectue (Figure 39). 
Quantification de la mortalite au bleu d'Evans 
Figure 39. Quantification de la mortalite dans les plantes. Apres coloration des plantules 
(cotyledons et racines) au bleu d'Evans, le colorant fixe aux cellules mortes a ete solubilise 
dans une solution de methanol 50% et de SDS 1% puis dose directement au 
spectrophotometre a 600 nm. Les dosages ont ete effectues avant irradiation (temoin) et 24 h 
apres traitement aux UV-C a une dose de 30 kJ/m .Les donnees du graphique represented les 
moyennes (± l'ecart type) de trois experiences independantes (50 plantules/experience). 
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Comme pour les observations faites sur les plantules (Figure 38), les dosages au bleu 
d'Evans ont permis de confirmer que la mortalite induite par les UV-C au niveau du mutant 
TL-72H etait effectivement plus importante par rapport au type sauvage. La lignee TL-72H 
montre une plus grande sensibilite aux UV-C par rapport au type sauvage. Cette difference 
dans le degre de mortalite est statistiquement significative (P<0.0001, AN OVA). 
Afin de confirmer ces resultats, la mortalite des plantules a egalement ete evaluee a travers la 
mesure de la perte de chlorophylle, qui est progressivement degradee suite a traitement par 
les UV-C (Figure 40). 
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Figure 40. Comparaison de la perte de chlorophylle entre la lignee TL-72H et le type 
sauvage. La chlorophylle a ete dosee avant irradiation et 48 h apres traitement aux UV-C a 
une dose de 30 kJ/m . Le pourcentage de perte de chlorophylle a ensuite ete evalue a partir de 
la moyenne (± l'ecart type) de 4 experiences independantes comprenant chacune 3 repetitions 
de 30 plantules/repetition. 
114 
La perte de chlorophylle, observable apres un traitement aux UV-C est significativement plus 
importante (P=0,0008, test de Student) dans le cas de la lignee TL-72H, confirmant ainsi les 
resultats obtenus avec le bleu d'Evans. Ces resultats revelent done que la quasi-absence 
d'expression du gene Trxfl avant traitement aux UV-C dans la lignee TL-72H entraine une 
mort qui parait plus importante en comparaison du type sauvage. Ce resultat correle au fait 
que le gene Trxfl est reprime suite au traitement aux UV-C, suggere que la repression de ce 
gene pourrait etre requise pour la mise en place de la mort. 
Phenotypiquement, l'irradiation aux UV-C entraine une certaine variability de reponse au 
niveau des plantules d'une meme boite de petri. Pour tenter d'obtenir un phenotype plus 
evident, les traitements aux UV-C ont ete realises sur des feuilles isolees a partir des lignees 
TL-72H et Col-0 (Figure 41). 
Temoin UV-C [III] 
~ [MAI 
Figure 41. Observation de la degradation de la chlorophylle en reponse aux UV-C. Les 
feuilles ont ete photographiees avant irradiation (temoin) et 4 jours apres traitement aux UV-
C a une dose de 5 kJ/m2. Ces experiences ont ete repetees 3 fois. 
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La degradation de la chlorophylle, qui accompagne la mort induite par les UV-C est 
progressive au cours du temps. Quatre jours apres traitement par les UV-C, la perte de 
chlorophylle au niveau des feuilles de la lignee TL-72H apparait plus importante en 
comparaison du type sauvage. Ces resultats vont dans le meme sens que ceux obtenus 
precedemment avec le bleu d'Evans et denotent d'une sensibilite plus grande du mutant aux 
UV-C. 
Par la suite, le niveau de mortalite dans les racines, suite a un traitement par les UV-C, a ete 
analyse dans le mutant TL-72H. Deux etudes realisees chez le pois avaient en effet montre 
que les Trxs du type f, normalement localises dans les chloroplastes, etaient egalement 
retrouvees au niveau racinaire (De Dios Barajas-Lopez et al, 2007; Traverso et ah, 2008). 
Partant de ce postulat, il etait done important d'evaluer la mortalite racinaire dans le mutant. 
Ceci a ete fait par microscopie a fluorescence (Figure 42) en utilisant deux marqueurs 
fluorescents: le diacetate de fluoresceine (FDA) qui colore les cellules vivantes en vert et le 
iodure de propidium (IP) qui se fixe a 1'ADN dans les cellules mortes. 
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Temoin 10 kJ/24h 30 kJ/24h 
Figure 42. Detection de la mortalite dans les racines par microscopie a fluorescence. Les 
plantules agees de 3 jours ont ete analysees avant irradiation (temoin) et 24 h apres traitement 
aux UV-C a des doses de 10 et 30 kJ/m2. L'lP (rouge) et le FDA (vert) ont ete utilises pour 
marquer respectivement les noyaux des cellules mortes et les cellules vivantes. Ces 
experiences ont ete repetees 3 fois. 
Au niveau racinaire, les resultats obtenus en microscopie a fluorescence font apparaitre des 
differences entre le mutant TL-72H et le type sauvage. A 10 et 30 kJ/m2, la coloration rouge 
due a TIP est plus importante dans les racines du mutant TL-72H, en comparaison du type 
sauvage (Col-0). La coloration verte, quant a elle, qui marque les cellules vivantes est plus 
importante au niveau du type sauvage. A 30 kJ/m2, les racines du mutant paraissent meme 
tres affectees par 1'irradiation. De la meme maniere que pour les observations realisees au 
niveau foliaire, ces experiences de microscopie ont permis de mettre en evidence que la 
mortalite etait visiblement plus importante dans les racines de la lignee TL-72H par rapport 
aux racines du type sauvage, ceci 24h apres traitement aux UV-C. 
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Tous ces resultats montrent done, pour la premiere fois, que le gene Trxfl, est non seulement 
reprime par les UV-C mais qu'il a un impact sur le niveau de mortalite induit par les UV-C 
lorsqu'il est absent. En effet, la perte precoce d'expression de ce gene dans le mutant TL-
72H par rapport au type sauvage entraine une plus grande sensibilite aux UV-C. La 
difference de mortalite, bien que subtile, est visiblement plus importante dans le mutant. Elle 
n'est pas spontanee mais apparait progressive au cours du temps. Elle est done 
vraisemblablement regulee, ce qui laisse supposer une implication potentielle sur la MCP 
mise en place par les UV-C. 
2.2.5. Implication du gene Trxfl dans la MCP 
D'apres les resultats precedents, la perte d'expression observee au niveau du gene Trx fl 
dans la lignee TL-72H entraine une mortalite plus importante suite a un traitement par les 
UV-C. Afin d'evaluer si un lien existait entre cette mortalite accrue et la mise en place d'une 
MCP, les profils de fragmentation de l'ADN ont ete analyses dans le mutant TL-72H et le 
type sauvage (Figure 43). 
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Figure 43. Analyse des profils de fragmentation de l'ADN dans la lignee TL-72H et Col-
0. Apres electrophorese, l'ADN genomique (6ug) extrait du mutant TL-72H et du type 
sauvage (Col-0) a ete hybride avec la sonde marquee au P (ADN genomique digere avec 
Mbol) puis analyse en utilisant un phosphoimager A) Fragmentation de l'ADN observee 6 et 
12 h apres irradiation aux UV-C a une dose de 30 kJ/m ; C, temoin, non traite. B) 
Quantification des depots faits au phosphoimager. L'experience a ete repetee 3 fois. 
Avant de proceder au buvardage de type Southern, chaque depot d'ADN genomique a ete 
quantifie au phosphoimager (voir partie 1.9.4.4.) a l'aide du logiciel «Quantity One». Les 
donnees exprimees en CNT/mm2 (coups/mm2) permettent de confirmer que les depots sont 
homogenes (Figure 43B). Suite au buvardage de type Southern, les resultats obtenus 6 et 12 h 
apres induction de la MCP par les UV-C a une dose de 30 kJ/m2 montre que la fragmentation 
internucleosomale de l'ADN apparait plus importante dans la lignee TL-72H par rapport au 
type sauvage, ceci pour des quantites similaires d'ADN (Figure 43A). Ceci suggere que la 
mortalite accrue observee chez le mutant est possiblement la consequence d'une MCP. Cette 
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experience, malgre la difference subtile renforce done la tendance d'une mortalite plus 
importarite suite au traitement par les UV-C dans la lignee TL-72H. L'absence d'expression 
du gene Trxfl dans la lignee TL-72H aurait done possiblement un impact sur le processus de 
MCP induite par les UV-C. Etant donne que le gene Trxfl est regule negativement par les 
UV-C"et que l'absence d'expression dans le mutant TL-72H entraine une mortalite plus 
importante, il est done possible que la repression de ce gene soit necessaire au cours de la 
mise en place de la MCP. 
Afin d'evaluer si la sur-expression du gene Trxfl pouvait inhiber la mise en place de la 
MCP, la levure Saccharomyces cerevisiae a ete utilisee pour exprimer la proteine de facon 
constitutive. Cette experience avait pour objectif de determiner si la proteine Trx fl etait 
capable de reprimer la mort induite par la proteine pro-apoptotique Bax sous controle d'un 
promoteur inductible au galactose (Figure 44). Une construction a done ete realisee afin 
d'exprimer le gene Trx fl dans la levure, en otant la sequence codant pour le peptide 
d'adressage dans les chloroplastes correspondant aux 57 premiers acides amines, afin 
d'eviter toute interference dans la fonction proteique. 
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Box + vecteur vide 
Bax + Trxfl 
Bax+AtBI-1 
Dilution 1 10"1 102 103 104 
Bax + vecteur vide 
Bax + Trxfl 
Bax+AtBI-1 
Figure 44. Expression de la proteine Trx fl dans la levure en presence de Bax. A) milieu 
glucose dans lequel le gene Bax n'est pas exprime; B) milieu d'induction du gene Bax au 
galactose. Le gene AtBI-1 a ete utilise comme controle experimental. L'experience a ete 
repetee 4 fois. 
Le gene Bax etant sous controle d'un promoteur inductible au galactose, il n'est pas exprime 
sur milieu contenant du glucose et n'a done aucun effet sur la viabilite des levures. De meme, 
l'expression du gene Trx fl n'a aucun effet notable sur la viabilite ou la croissance des 
levures (Figure 44A). A l'oppose, sur milieu contenant du galactose, l'expression du gene 
Bax, seul, dans les levures entraine une forte mortalite. Lorsque celui-ci est exprime en 
presence du gene Trx fl, sa capacite a mettre en place la MCP se retrouve partiellement 
inhibee (Figure 44B). Ainsi, lorsque les deux proteines, Bax et Trx fl, sont exprimees en 
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meme temps dans la levure, la proteine Trx fl est capable de reduire significativement la 
mort induite par la proteine Bax, par rapport aux levures qui Pexpriment exclusivement. 
Des constructions ont egalement ete realisees afin de sur-exprimer le gene Trx fl dans A. 
thaliana. Les plantes ont ete transformees avec succes et ont ensuite ete selectionnees a l'etat 
homozygote. Toutefois, les quelques tests effectues (analyse phenotypique et dosage de 
chlorophylle) pour voir si la sur-expression de ce gene dans la plante pouvait eventuellement 
accroitre la protection contre les UV-C et diminuer le degre de mortalite n'ont pas donne de 
resultats probant, les plantes se comportant comme le type sauvage. 
Tous ces resultats mettent done en avant 1'implication potentielle du gene Trx fl dans la 
MCP mise en place a la suite d'un traitement aux UV-C. Le fait que la proteine Trx fl soit 
localisee au niveau plastidial questionne sur la maniere dont cette proteine agit pour inhiber 
la MCP. Une des voies possible d'action passe par le controle du' stress oxydatif. La MCP 
mise en place par les UV-C ou par la proteine Bax s'accompagne d'une forte production de 
ROS. Ces derniers sont generes au niveau mitochondrial mais de plus en plus d'evidences 
mettent en avant un role des chloroplastes dans cette production. II a ete montre notamment 
que les UV-C entrainaient une forte production de ROS au niveau des chloroplastes (Gao et 
al, 2008). Enfin, il a ete montre que certaines thioredoxines dont les Trxs de type f pouvaient 
possiblement avoir un role dans la detoxification des ROS (Traverso et al., 2008). 
2.2.6. Implication du gene Trxfl dans le stress oxydatif 
Dans le but d'affiner la comprehension du role de la proteine Trx fl au cours de la MCP, des 
essais de germination ont ete realises sur MV, un herbicide qui entraine une forte production 
de ROS au niveau des chloroplastes et la mise en place d'une MCP. Cette experience a ete 
realisee afin d'evaluer si l'absence du gene Trxfl dans la lignee TL-72H pouvait avoir un 
impact sur la protection contre les ROS au cours de la MCP (Figure 45). 
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Figure 45. Analyse de la sensibilite de la lignee TL-72H au methyl viologen. Les graines 
ont ete semees sur du milieu de germination contenant 0,2 uM de MV et photographiees 10 
jours apres. A) TL-72H; B) lignee Col-0. L'experience a ete repetee 2 fois. 
Comme dans le cas des UV-C, la lignee TL-72H se revele plus sensible au MV en 
comparaison du type sauvage (Col-0). Le MV induit la mise en place d'une MCP a travers la 
production de ROS au niveau chloroplastique. Le fait que la lignee TL-72H presente une 
mortalite plus importante en presence de MV (Figure 45), due a rabsence du gene Trx fl 
suggere que ce dernier pourrait intervenir dans la regulation de la production de ROS au 
cours de la MCP ou dans leur detoxification. 
2.2.7. Conclusion 
En conclusion, il apparait que l'absence d'expression du gene Trxfl dans la lignee TL-72H 
entraine une MCP plus importante en reponse aux UV-C par rapport au type sauvage. De 
plus, la proteine Trx fl est capable seule de limiter la mort induite par Bax dans la levure ce 
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qui renforce l'idee que ce gene est implique directement ou indirectement dans la mise en 
place de la MCP. La plus grande sensibilite du mutant TL-72H au MV suggere que Taction 
de la proteine Trx fl pourrait se faire a travers la regulation des ROS generes au cours de la 
MCP. 
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CHAPITRE 3 
DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
Dans le cadre de l'etude de la MCP chez les plantes, notre laboratoire s'est fixe comme 
objectif d'identifier de nouveaux regulateurs de la MCP chez les plantes. Pour y parvenir, 
nous avons choisi une approche genetique a travers la mise au point d'un crible de mutants 
de la MCP, base sur le gene de la luciferase, sous controle d'un promoteur directement 
implique dans la MCP, ceci afin d'isoler puis identifier des regulateurs potentiels. Cette 
approche se justifie par le fait que la mise en place de la MCP chez les plantes est regulee au 
niveau transcriptionnel. Par le passe, des cribles genetiques traditionnels bases sur un 
phenotype facilement observable (ex : «lesion mimic») ont ete realises mais peu de mutants 
de la MCP ont ete identifies jusqu'a present. Le nouveau type de crible mis en place ici doit 
contribuer a isoler de nouveaux mutants, affectes dans des voies de signalisation menant a la 
MCP. La mise au point du crible est maintenant effective et contribuera a identifier de 
nouveaux regulateurs de la MCP. En parallele, l'analyse fonctionnelle du promoteur du gene 
AtBI-1 a permis d'identifier une courte region requise pour la regulation par les UV-C. La 
caracterisation de cette region ainsi que la connaissance des facteurs la regulant permettront 
de mieux comprendre 1'importance de BI-1 dans la mise en place de la MCP. 
Dans un deuxieme temps, la realisation d'un crible genetique de la collection de mutants 
d'insertion contenant le gene de la luciferase, cette fois-ci sans promoteur, a permis 
d'identifier le gene Trxfl qui, apres caracterisation, se revele potentiellement implique dans 
la MCP. Ce gene code pour une thioredoxine chloroplastique qui etait jusqu'a present connue 
pour son role dans la photosynthese. A travers ces travaux de doctorat, nous montrons que 
l'expression de ce gene est reprimee par les UV-C. Neanmoins, la quasi-absence 
d'expression de Trx fl dans la lignee TL-72H entraine la mise en place d'une MCP plus 
importante en reponse aux UV-C. En conditions de croissance normales, la faible expression 
du gene Trxfl chez le mutant s'avere non prejudiciable pour la plante et n'entraine aucun 
phenotype visible, tout comme cela a ete observe chez un mutant nul du gene AtBI-1 
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(Watanabe et Lam, 2006). Enfin, l'effet protecteur de Trx fl contre Bax chez la levure ainsi 
que la plus grande sensibilite du mutant au stress oxydatif cause par le MV au niveau des 
chloroplastes (Chen et Dickman, 2004), renforcent l'idee que ce gene puisse etre implique 
dans la protection contre la MCP en regulant le stress oxydatif genere au niveau des 
chloroplastes. 
3.1. MISE AU POINT DU CRIBLE DE MUTANT ET ANALYSE 
FONCTIONNELLE DE LA REGION PROMOTRICE DU GENE ATBI-1 
La mise au point du crible necessitait de mettre en place une methode efficace et surtout non 
letale d'induction de la MCP. Les UV-C se sont reveles etre un bon inducteur de MCP au 
niveau de la plante entiere, notamment a travers 1'observation de la fragmentation de l'ADN, 
caracteristique de la MCP. La dose de 5 kJ/m2, selectionnee pour la realisation du crible, 
induit effectivement une MCP et se revele non letale pour la plante. L'avantage offert par 
Putilisation des UV-C tient au fait qu'ils nous permettent d'irradier directement les plantules 
sur boite de petri, les mutants potentiels pouvant ensuite etre preleves puis repiques en terre 
en vue d'obtenir une descendance. Au cours de la mise au point de l'induction, d'autres 
caracteristiques typiques de l'apoptose, prealablement montrees dans d'autres etudes, ont ete 
etudies, notamment le relachement du cyt c par la mitochondrie (Balk et al, 1999; Stein et 
Hansen, 1999) mais celui-ci n'a pas pu etre observe dans le cas des UV-C. Par la suite, 
plusieurs etudes sont venues corroborer et preciser ces resultats en mettant en evidence la 
presence d'activites «caspase-like» (Danon et al, 2004) ou l'implication des ROS generes au 
niveau des mitochondries et des chloroplastes (Gao et al, 2008) dans le processus de mort 
induit par les UV-C. Les observations phenotypiques realisees sur des plantules traitees aux 
UV-C suggerent que la MCP mise en place pourrait s'apparenter, dans ses symptomes, a la 
senescence. Les plantes traitees aux UV-C, a des doses non letales, montrent rapidement un 
arret de croissance et une perte de chlorophylle progressive affectant essentiellement le tissu 
foliaire. Cette degenerescence lente des feuilles, observee a travers leur jaunissement, est 
accompagnee, quelques jours apres, d'une reprise de croissance de la plante et de l'apparition 
de nouvelles feuilles, suggerant, comme pour la senescence, une redistribution au profit des 
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feuilles en formation. II est d'ailleurs etabli que certains facteurs exogenes comme les UV-B 
sont capables de promouvoir la senescence (Lim et al, 2007; Love et al, 2008). 
La mise au point du crible reposait ensuite sur la selection d'un gene regule par les UV-C et 
implique dans la MCP. Plusieurs candidats potentiels ont ete evalues tels que les genes 
SAG12 (Greenberg, 1996; Morris et al, 2000) ou DAD-1 (Gallois et al, 1997), mais leur role 
dans la MCP demeurait soit hypothetique, soit indirect. Notre choix s'est arrete sur le gene 
AtBI-1 qui est directement implique dans la MCP chez les plantes (Watanabe et Lam, 2009). 
La proteine, localisee essentiellement dans la membrane du RE, fonctionne comme un 
inhibiteur de la MCP (Kawai-Yamada et al, 2001, 2004; Watanabe et al, 2006), mais regule 
plus specifiquement la MCP mise en place a la suite de stress subi par le RE (Watanabe et 
Lam, 2008). L'analyse transcriptionnelle du gene AtBI-1 suite au traitement par les UV-C, 
montre une forte induction de son expression. Ce resultat est correlee avec ce qui avait ete 
montre jusqu'a present dans la litterature, en reponse a toute une panoplie de stress (Sanchez 
et al, 2000; Kawai-Yamada et al, 2004; Watanabe et Lam, 2006). Cette induction de 
l'expression du gene AtBI-1 pourrait a priori avoir pour role d'augmenter la quantite de 
proteines disponibles afin d'attenuer ou stabiliser la mise en place de la MCP par les UV-C. 
Sachant que les radiations de type UV peuvent occasionner des dommages au niveau des 
organelles, dont le RE (Somosy, 2000), il est possible que le stress occasionne a ce niveau 
entraine l'activation d'une voie menant a la mise en place de la MCP (Watanabe et Lam, 
2008). II est probable cependant que cette voie ne soit pas la seule a etre activee, car les UV-
C ont un impact certain sur d'autres processus. L'action du gene AtBI-1 pourrait se faire a 
travers le controle de la production de ROS au niveau du RE (Watanabe et Lam, 2008; Kim 
et al, 2009) mais aussi au niveau du controle de la quantite de Ca2+ libere au niveau du RE 
(Ihara-Ohori et al, 2007). Suite a un traitement par les UV-C, l'expression du gene AtBI-1 
pourrait done contribuer a retarder la MCP, le temps pour la cellule d'effectuer une tentative 
de reparation des degats occasionnes. Cette hypothese est renforcee par le fait que l'induction 
du gene AtBI-1 se maintienne encore cinq jours apres le traitement par les UV-C. 
L'expression du gene AtBI-1 retarderait ainsi la MCP mais n'empecherait pas sa mise en 
place. Enfin, il n'est pas a exclure que la proteine AtBI-1 puisse, dans certaines conditions, 
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avoir une fonction pro-MCP, comme le suggerent certaines etudes (Kim et ah, 2008), meme 
si la sur-expression du gene AtBI-1 inhibe, a priori, la mort induite par les UV-C (Danon et 
al, 2004). 
Apres clonage, transformation et selection des lignees, les analyses d'expression ont montre 
que le gene codant pour la luciferase, sous controle du promoteur inherent au gene AtBI-1 
etait generalement moins exprime que le gene endogene meme si la regulation par les UV-C 
etait effectivement fonctionnelle. Ceci suggere qu'au moins une autre sequence en dehors de 
la region 5', vraisemblablement de type «enhancer», contribue egalement a l'expression du 
gene. Malgre cela, la luminescence emise suite au traitement par les UV-C est suffisante pour 
etre detectee par la camera, indiquant l'etat d'induction du promoteur, tandis qu'aucune 
luminescence n'est visible avant induction aux UV-C. La luminescence detectee a la camera 
reflete done bien le comportement du gene AtBI-1 en reponse aux UV-C. 
Au final, la lignee 3PL20D, qui possede une seule insertion et presente la plus forte activite 
luciferase, a ete autofecondee (generation T4). Environ 53000 graines ont ete mutees a 
l'EMS (Compagnie Lehle Seeds, USA). Ces graines mutees aleatoirement sont actuellement 
en cours de semis/recolte pour obtenir la generation suivante, necessaire pour 1'identification 
des mutants recessifs. Les premieres analyses realisees a la camera ont permis d'isoler un 
certain nombre de lignees deregulees qui doivent etre prochainement confirmees. Ce crible 
devrait permettre d'identifier des mutants deregules dans des voies de signalisation menant 
au promoteur du gene AtBI-1 et done hypothetiquement impliques dans la MCP. Ces mutants 
pourraient etre affectes dans des genes codant pour certains facteurs de transcription ou 
encore des proteines impliquees dans la signalisation de la MCP, comme des MAPK. Le fait 
que le traitement aux UV-C entraine une certaine variabilite de reponse au sein d'une meme 
boite de petri, les plantules n'etant pas toutes irradiees de facon homogene, se reflete sur 
1'activite du promoteur controlant la luciferase (figure 28). Le criblage de la banque de 
mutant sera done base sur la detection d'une perte complete d'expression ou alors sur la 
detection d'une expression constitutive de la luciferase. 
128 
L'analyse fonctionnelle du promoteur controlant le gene AtBI-1 s'est faite a travers une serie 
de quatre deletions, fusionnees au gene rapporteur GUS afin d'identifier la ou les regions 
responsables de la regulation du gene en reponse aux UV-C au cours de la MCP. Apres 
clonage, transformation et selection des lignees transformees, les tests histochimiques GUS 
realises sur les plantules ont permis d'identifier une partie du promoteur contenant la region 
responsable de sa regulation en reponse aux UV-C, comprise entre les sites de restriction 
BgtllA et .Bg/IiB. L'absence de cette region, longue d'environ 114 pb, est suffisante pour 
entrainer une perte de regulation par les UV-C. En contrepartie, on observe une activite GUS 
plus importante dans ces lignees par rapport aux lignees contenant le promoteur complet. Ces 
resultats suggerent que le fragment de deletion compris entre les sites de restriction Bgll\\ et 
BgUlB, comporte une ou plusieurs sequences responsables de la repression du gene en 
conditions normales. Cette repression serait levee suite a une induction du promoteur par les 
UV-C. Le mecanisme de repression est encore inconnu mais il est possible que cette 
sequence soit reconnue par une proteine, qui pourrait s'y maintenir afin d'empecher ou 
limiter la transcription du gene AtBI-1 en conditions normales. Suite a un traitement par les 
UV-C, cette proteine perdrait sa capacite de liaison a l'ADN, soit via une interaction avec 
une autre proteine ou d'autres changements tels que des modifications post-traductionnelles 
L'analyse du fragment Bglll^- Bgllls est actuellement en cours dans le laboratoire. Des 
essais de «gel a retardement» vont etre prochainement effectues afin de determiner si la 
region identified est effectivement reconnue par une ou plusieurs proteines nucleaires. Par la 
suite, on pourra realiser des mutations ponctuelles de cette region afin de cibler plus 
precisement la sequence liant specifiquement la proteine impliquee dans la repression du 
promoteur. On pourra egalement realiser des experiences d'empreinte a la DNase I afin de 
determiner precisement les nucleotides qui interagissent avec le ou les facteurs de 
transcription responsables de la repression du gene. Le gene AtBI-1 etant induit par de 
nombreux stress, il est probable que la sequence responsable de la regulation du promoteur 
ne soit pas specifique seulement aux UV-C. Sa caracterisation ainsi que celle du facteur qui 
s'y lie devrait permettre d'ameliorer nos connaissances concernant le fonctionnement du 
gene AtBI-1 au cours de la MCP. 
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3.2. IMPLICATION DU GENE TRX Fl DANS LA MCP 
Le crible de la collection de mutants d'insertion luciferase a permis d'identifier la lignee TL-
72H pour laquelle la luminescence due a 1'expression de la luciferase est reprimee suite au 
traitement par les UV-C. Ces resultats suggerent que l'ADN-T, qui contient le gene de la 
luciferase sans promoteur, s'est integre pres de regions regulatrices reprimant 1'expression 
d'un gene en reponse aux UV-C. Nous avons montre que dans la lignee TL-72H, l'ADN-T 
s'est integre au niveau du chromosome 3, dans la region 5' UTR du gene Trx fl 
(At3g02730). Ce gene nucleaire code pour une thioredoxine localisee essentiellement au 
niveau des chloroplastes (Jacquot et al, 1997). Nos resultats indiquent qu'en dehors de tout 
stress, le gene Trx fl est fortement exprime dans la plante sauvage (Col-0). Toutefois, 
l'expression de ce gene devient tres rapidement reprimee en reponse aux UV-C, ce qui est 
correle au comportement de la luciferase chez le mutant TL-72H, controlee par le meme 
promoteur. Dans la lignee TL-72H, l'expression du gene Trx fl est fortement alteree par 
l'insertion de l'ADN-T dont l'integration se situe 43 nucleotides en amont du site d'initiation 
de la traduction. Apres induction par les UV-C, la perte d'expression semble complete dans 
le mutant, les transcrits etant indetectables par RT-PCR, alors que dans le type sauvage, 
l'expression est fortement reduite mais pas completement reprimee. 
Les differentes experiences realisees montrent que la perte d'expression du gene Trx fl dans 
le mutant TL-72H entraine une MCP accrue dans Pensemble de la plante. Ces changements 
sont subtils, notamment au niveau foliaire, vraisemblablement en raison de la possible 
redondance de fonction avec d'autres thioredoxines. La thioredoxine de type f est 
normalement localisee au niveau des chloroplastes ou elle regule des proteines intervenant 
dans le cycle de Calvin. Deux etudes recentes realisees chez le pois avaient montre que la 
thioredoxine de type f etait egalement exprimee au niveau racinaire (De Dios Barajas-Lopez 
et al, 2007; Traverso et al, 2008). Dans la lignee TL-72H, la mortalite induite par les UV-C 
apparait egalement plus importante au niveau des racines. La quasi-absence d'expression de 
Trxfl dans la lignee TL-72H rend done les racines plus sensibles aux UV-C. 
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Chez A. thaliana, hormis la proteine Trx f 1, les chloroplastes possedent un autre homologue 
du meme type, Trx f2, ainsi que trois autres types de Trx, m, x et y (Ruelland et Miginiac-
Maslow, 1999; Mestres-Ortega et Meyer, 1999; Lemaire et al, 2003). Malgre cela, il est 
surprenant de constater que la seule mutation du gene Trx fl dans la lignee TL-72H ait un 
effet sur la reponse de la plante au stress induit par les UV-C, ce qui renforce l'hypothese que 
chaque thioredoxine puisse avoir une fonction specifique, comme le suggerent certaines 
etudes (Arner et Holmgren, 2000; Montrichard et al, 2009). On ne peut pas exclure qu'il 
puisse y avoir un phenomene de redondance, expliquant pourquoi la mortalite plus 
importante observee chez le mutant TL-72H en reponse aux UV-C, reste tout de meme 
subtile. Neanmoins, cette mortalite accrue n'est pas spontanee mais apparait progressivement 
au cours du temps. Elle serait done regulee, ce qui laisse supposer une implication potentielle 
du gene Trxfl dans la MCP. La fragmentation internucleosomale de l'ADN, caracteristique 
de la MCP, apparait plus importante dans le mutant par rapport au type sauvage suite au 
traitement par les UV-C. Ceci suggere que la mortalite accrue observee chez le mutant est 
bien la consequence d'une MCP. Ces resultats correles au fait que le gene Trxfl soit regule 
negativement par les UV-C laissent penser que ce gene pourrait etre implique dans la 
regulation de la MCP. La necessite d'etre en partie reprimee pourrait signifier que ce gene 
fonctionne comme un regulateur negatif au cours de la MCP. 
Afin de verifier cette hypothese et d'evaluer plus precisement l'implication du gene Trxfl au 
cours de la MCP, la levure S. cerevisiae a ete utilisee pour exprimer la proteine, en presence 
de la proteine Bax. Bien que la levure ne possede aucun equivalent des membres de la 
famille Bcl-2, ces derniers apparaissent tout de meme fonctionnels dans ce systeme. Ainsi, 
P expression de la proteine Bax se revele letale pour la levure et empeche la formation des 
colonies (Greenhalf et al, 1996). Dans la levure, la proteine Bax se retrouve localisee au 
niveau de la mitochondrie (Zha et al, 1996) et les ROS regulent la mise en place de cette 
mort (Madeo et al, 1999). L'utilisation de ce modele a permis notamment d'identifier la 
fonction protectrice du gene BI-1 (Xu et Reed, 1998). 
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Dans notre cas, la co-expression des genes Trx fl et Bax dans la levure a permis de reduire 
significativement la mort induite par Bax par rapport aux levures exprimant exclusivement la 
proteine Bax. Bien qu'aucun transfert de type western n'ait ete fait afin de verifier la 
presence des proteines, les resultats suggerent un effet de la proteine Trx fl. A premiere vue, 
cette derniere n'est pas aussi efficace que la proteine AtBI-1, utilisee comme controle 
experimental, pour inhiber la mort induite par la proteine Bax. Le fait que cette protection 
soit partielle peut s'expliquer par l'absence de systeme FTR (ferredoxine-thioredoxine 
reductase) dans la levure. Ce systeme est en effet responsable de la reduction des Trxs dans 
les chloroplastes (Dai et al, 2004). La levure possede deux Trxs localisees dans le cytosol 
qui sont reduite par une Trx reductase (Gan, 1991). II est probable que cette derniere soit 
moins efficace que le systeme FTR pour reduire la proteine Trx fl. La capacite de Trx fl, qui 
est une proteine chloroplastique, a reprimer la mort induite par Bax dans la levure est 
surprenante. Cette protection octroyee par Trx fl pourrait en fait etre liee a son possible role 
dans la detoxification des ROS, lesquels sont produits par Faction de la proteine Bax au 
niveau de la mitochondrie (Zha et al, 1996; Madeo et al, 1999). Cette hypothese est 
renforcee par le fait que la proteine Trx f du pois est capable de complementer partiellement 
les deux Trxs de S. cerevisiae, qui interviennent dans la detoxification des ROS (Traverso et 
al., 2008) a travers la reduction des Prxs. Trx fl pourrait done contribuer a reduire les Prxs de 
S. cerevisiae, lesquelles agiraient sur les ROS produits par Faction de Bax, contribuant a 
limiter la mort. 
Chez Fhumain, les Trxs sont impliquees directement dans l'apoptose (Norm et al, 2003; 
Tonissen et Trapani, 2009). Elles sont notamment capables d'inactiver directement ASK1, 
une MAPK impliquee dans l'apoptose (Masutani et al, 2005). Au cours de l'apoptose, ASK1 
va activer un certain nombre de MAPK qui a leur tour vont activer certaines proteines de la 
famille Bcl-2 dont la proteine Bax, entrainant sa translocation au niveau de la mitochondrie 
(Kim et al, 2006; Tonissen et Trapani, 2009). Les Trxs, en inactivant ASK1, bloquent 
Factivation de la proteine Bax et sa translocation au niveau de la membrane mitochondriale. 
Dans la litterature, aucun article ne fait mention de Fexistence d'un homologue de la proteine 
ASK1 dans la levure. En contrepartie, ASK1 partage une faible homologie de sequence avec 
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deux MAPK de levures, SSK2 et SSK22. Par contre, ASK1 est capable de complementer la 
perte de fonction de l'une ou l'autre de ces MAPK dans la levure (Ichijo et al, 1997). On ne 
peut done pas exclure qu'un homologue de fonction de la proteine ASK1 soit present dans la 
levure et soit responsable de la translocation de Bax au niveau de la mitochondrie. Dans ce 
cas-ci, on peut imaginer que la proteine Trx fl pourrait, hypothetiquement, inactiver cet 
homologue de la proteine ASK1 et en consequence perturber la translocation de Bax. 
Afin de verifier si l'effet anti-MCP observe dans la levure se produisait egalement dans les 
plantes, une construction a egalement ete realisee pour sur-exprimer le gene Trx fl dans A. 
thaliana. Apres transformation, trois lignees homozygotes ont ete selectionnees par rapport 
au niveau d'expression du gene Trx fl. Des tests ont ete realises afin de voir si la sur-
expression de ce gene dans la plante pouvait eventuellement accroitre la protection contre les 
UV-C et diminuer le degre de mortalite. Les experiences realisees, notamment les analyses 
phenotypiques, et les dosages de chlorophylle, ont montre que les lignees sur-exprimant le 
gene Trx fl montraient une reponse semblable au type sauvage (Col-0) (resultats non 
montres). 
Ces resultats suggerent, a premiere vue, que la sur-expression du gene Trx fl n'a aucun 
impact sur le degre de mortalite des plantes en reponse aux UV-C. Pourtant les resultats 
obtenus dans la levure vont dans le sens d'une protection accrue lorsque le gene Trx fl est 
sur-exprime. II est done possible que la construction soit non fonctionnelle ou bien que 
l'absence d'effet de la sur-expression du gene Trxfl dans les plantes soit due aux conditions 
experimentales utilisees pour ces tests. 
II est egalement envisageable que la proteine subisse, dans les plantes, une regulation au 
niveau post-traductionnel, pouvant conduite a son inactivation ou a sa degradation pendant la 
mise en place de la MCP. Une etude a en effet montre que Trx fl pouvait etre modifiee au 
niveau-post traductionnel (Michelet et al, 2005). II apparait que, parmi toutes les Trxs 
presentes dans les chloroplastes, seule la proteine Trx fl peut subir une S-glutathionylation 
au niveau d'une cysteine conservee (Michelet et al, 2005). Cette modification post-
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traductionnelle operee par une Glutathione (GSH), consiste en la formation d'un pont 
disulfure entre la proteine cible et la GSH (Dixon et al, 2005). Cette modification, 
reversible, reduit fortement l'activite de la proteine Trx fl, reduisant par la meme occasion 
l'activite de toutes les proteines cibles qu'elle regule comme celles impliquees dans le cycle 
de Calvin. De meme, la capacite de Trx fl a etre reduite par le systeme FTR se retrouve 
diminuee. Cette modification se produit essentiellement en condition de stress oxydatif 
(Michelet et al, 2005). Cette modification de la proteine pourrait done expliquer pourquoi 
l'effet de la sur-expression observee dans la levure n'a pas lieu dans la plante. D'un autre 
cote, on ne peut pas exclure que la proteine traduite ne soit, tout simplement, pas 
fonctionnelle. Lors du clonage, le gene Trxfl a ete fusionne a une sequence codant pour une 
etiquette HA (Hemagglutinine). L'ajout de neuf acides amines a la proteine Trx fl, ce qui 
represente environ 15 % de la proteine, a peut etre modifiee la structure et done l'activite de 
cette derniere. 
Dans les plantes, la proteine Trx fl est essentiellement localisee au niveau des chloroplastes 
(Clancey et Gilbert, 1987), mais aussi dans des tissus non photosynthetiques comme les 
racines (De Dios Barajas-Lopez et al, 2007; Traverso et al, 2008). Dans ces dernieres, la 
proteine Trx fl semble etre egalement reduite par un systeme de type FTR, identifie 
notamment dans les amyloplastes (Balmer et al, 2006; De Dios Barajas-Lopez et al, 2007). 
En ce qui concerne les tissus photosynthetiques, quelques evidences mettent en lumiere 
1'importance des chloroplastes au cours de la MCP, notamment en ce qui concerne la 
production de ROS. Dans le cas de la MCP mise en place a la suite d'un traitement par les 
UV-C, les ROS sont generes au niveau des mitochondries mais egalement des chloroplastes 
(Gao et al, 2008). L'utilisation du DCMU qui inhibe la chaine de transport des electrons 
dans les chloroplastes diminue la production de ROS, entrainant une inhibition partielle de la 
MCP (Gao et al, 2008). Chez les plantes, entre autres fonctions, les Trxs, du moins certaines, 
sont suspectees d'etre impliques dans la detoxification des ROS a travers la regulation 
d'autres proteines comme les Prxs (Balmer et al, 2002; Navrot et al, 2006). Dans notre 
contexte, il est done possible que la proteine Trx fl puisse agir au cours de la MCP, a travers 
le controle des ROS. 
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Afin de verifier l'hypothese d'un lien avec les ROS generes au cours de la MCP, le mutant 
TL-72H a ete mis en presence de MV, qui induit la MCP a travers la production de ROS par 
les chloroplastes (Chen et Dickman, 2004). A une concentration de 0,2 uM, le mutant, qui 
n'exprime presque plus le gene Trx fl se revele plus sensible au MV que le type sauvage 
(Col-0). Ce resultat, conforte l'hypothese d'un role de la proteine Trx fl dans la 
detoxification des ROS, de maniere directe ou alors a travers la regulation de Prxs au cours 
de la MCP. De meme, comme chez les animaux, elle pourrait intervenir dans la reparation 
des dommages causes par les ROS (Stadtman et al, 2002). 
Ces resultats suggerent done que le gene Trx fl pourrait intervenir dans la MCP, 
possiblement a travers la regulation des ROS generes au niveau des chloroplastes suite a un 
traitement aux UV-C. La repression de ce gene suite au traitement par les UV-C pourrait etre 
requise afin de favoriser la mise en place de la MCP a travers la production de ROS par les 
chloroplastes. 
Dans les racines, l'implication dans la detoxification des ROS reste possible malgre 
1'absence de chloroplastes. La mortalite accrue observee dans les racines en reponse aux UV-
C chez le mutant TL-72H suggere fortement l'implication de Trx fl, vraisemblablement 
localisee au niveau des plastes non photosynthetiques. On peut egalement imaginer qu'a 
l'instar des animaux, ou les Trxs regulent l'apoptose, a la fois a travers l'interaction directe 
avec certaines proteines mais aussi a travers la detoxification des ROS, Trx fl puisse reguler 
des proteines importantes pour la mise en place de la MCP. 
En conclusion de ces travaux, il apparait que la quasi-absence d'expression du gene Trx fl 
dans le mutant TL-72H entraine une MCP plus importante par rapport au type sauvage. De 
plus, la proteine Trx fl est capable seule de limiter la mort induite par Bax dans la levure ce 
qui renforce l'idee que ce gene pourrait etre implique dans la MCP. Ces resultats montrent 
pour la premiere fois qu'une thioredoxine pourrait jouer un role dans la regulation de la MCP 
chez les plantes. 
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La suite de ce projet va consister a cemer plus precisement le role de la proteine Trx fl au 
cours de la MCP. Des puces a ADN ont ete realisees a cet effet et sont actuellement en cours 
d'analyse. De plus, la sur-expression de la proteine dans la plante va a nouveau etre analysee, 
possiblement a travers de nouvelles constructions, afm d'evaluer si le role protecteur observe 
dans la levure se produit egalement dans la plante. Des experiences preliminaries ont montre 
que le mutant TL-72H presentait une resistance accrue a des agents pathogenes biotrophes de 
type bacterien comme Xanthomonas campestris pv. campestris 8004 et Pseudomonas 
syringae DC3000 (P.S. Torres, communication personnelle). Le developpement bacterien est 
limite dans le mutant en comparaison du type sauvage (Col-0). Le fait que ces agents 
pathogenes biotrophes aient besoin de tissus vivants pour se developper suggere que 
1'absence de Trx fl dans le mutant TL-72H pourrait favoriser plus facilement la mise en 
place de la MCP par rapport au type sauvage, renforcant l'idee d'une fonction de regulateur 
negatif de la MCP. Tout comme la proteine AtBI-1 dont la sur-expression inhibe la mise en 
place de la MCP, rendant les plantes plus sensibles a des agents pathogenes biotrophes 
(Huckelhoven et ah, 2003), la sur-expression de Trx fl pourrait au contraire rendre les 
plantes plus sensibles au pathogenes biotrophes en raison de son role d'inhibiteur de la MCP. 
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ANNEXES 
Tableau 10. Composition du tampon d'extraction d'ADN. 
Composition du tampon d'extraction Concentration finale 
Sorbitol 140 mM 
Tris-HCl pH 8.0 220 mM 
EDTApH8.0 22 mM 
NaCl 800 mM 
Sarkosyl 1% 
CTAB 0.8% 
Tableau 11. Composition du tampon de prehybridation et d'hybridation pour les 
buvardages de type Southern. 
Composition du tampon Concentration finale 
SSC 5X 
Denhart 5X 
SDS 0.5% 
ADN de sperme de hareng 100 ug/ml 
Tableau 12. Composition des solutions et conditions de lavage pour les buvardages de 
type Southern. 
Composition de la solution de lavage temperature et duree 
2X SSC, 0.1% SDS 42°C,20min 
IX SSC, 0.1% SDS 42°C,20min 
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Tableau 13. Composition du tampon d'extraction d'ARN. 
Composition du tampon d'extraction Concentration finale 
LiCl 100 mM 
Tris-HCl pH 8.0 100 mM 
EDTApH8.0 10 mM 
SDS 1% 
Tableau 14. Composition du tampon de prehybridation et d'hybridation pour les 
buvardages de type Northern. 
Composition du tampon Concentration finale 
SDS 7% 
Na2HP04 0.25 M 
EDTA 2 mM 
ADN de sperme de hareng 100 ug/ml 
Heparine 0.2 mg/ml 
Tableau IS. Composition des solutions et conditions de lavage pour les buvardages de 
type Northern. 
Composition de la solution de lavage temperature et duree 
2XSSC,0.1%SDS 42°C,20min 
1XSSC,0.1%SDS 42°C,20min 
0.2XSSC,0.1%SDS 42°C,20min 
0.1XSSC,0.1%SDS 42°C,20min 
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